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Das Blutgefäßsystem dient der Versorgung der Zellen, Gewebe und Organe des Orga-
nismus mit lebensnotwendigem Sauerstoff, Nährstoffen und verschiedenen Botenstoffen
sowie dem Abtransport von Stoffwechselendprodukten. Die vom Herzen wegführenden
Gefäße werden als Arterien bezeichnet, die sich im weiteren Verlauf in kleinere Arterio-
len verzweigen und schließlich die Verbindung zu den Kapillaren herstellen. Postkapillär
vereinigen sich diese Gefäße zu Venuolen und Venen, welche die zum Herzen hinführen-
den Gefäße darstellen. Arteriolen, Kapillaren und Venuolen bilden den Bereich zwischen
sauerstoffreichem und sauerstoffarmem Blut und werden als Endstrombahn bezeichnet.
1.1.1 Struktureller Aufbau von Blutgefäßen
Alle Blutgefäße bestehen aus mehreren Gewebsschichten (Abb. 1.1). Arterien und Venen
weisen dabei einen gleichartigen dreischichtigen Grundbauplan auf, der sich jedoch in der
Zusammensetzung der einzelnen Schichten unterscheidet. Die Tunica intima bildet die
Innenschicht des Gefäßes und besteht aus flachen Endothelzellen, welche mit einer Ba-
salmembran in Verbindung stehen. Die Mittelschicht (Tunica media) besteht aus glatten
Muskelzellen, Kollagen und elastischen Fasern und grenzt die Tunica intima von der außen
anliegenden Tunica externa ab, welche das Blutgefäß abschließt. Sie besteht aus Fibro-
blasten, extrazellulärer Matrix sowie einer elastischen Lamina und dient der Verankerung
in der entsprechenden Umgebung (Jain, 2003). Bei den Gefäßen der Endstrombahn er-
folgt der Aufbau hingegen nur aus einer Endothelschicht, der umgebenden Basalmembran
sowie den außen anliegenden Perizyten.
Abb. 1.1: Struktureller Aufbau der Blutgefäße. A: Blutgefäß in der Entstehung; B: Ka-
pillare; C: Arteriole und Venuole; D: Arterie und Vene. Modifiziert nach Jain (2003).
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1.1.2 Das Endothel und seine Funktionen
Die Endothelzellen sind spezialisierte, flache Zellen, welche die Innenseite aller Blutgefäße
auskleiden und somit eine physikalische Barriere zwischen Blutstrom und perivaskulärem
Gewebe bilden (Ross, 1995). Neben der protektiven Funktion sind die Endothelzellen an
einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt. Das Endothel ermöglicht den selektiven
Transport und Austausch von Makromolekülen, löslichen Faktoren und im Blut zirkulie-
renden Zellen (Cines et al., 1998). Die Permeabilität der Blutgefäßwand wird dabei durch
verschiedene Formen endothelialer Zell-Zell-Kontakte bestimmt (Dejana, 2004). Durch
die Bildung und Freisetzung von Molekülen, die als Regulatoren der Blutgerinnung betei-
ligt sind, verhindert das Endothel die Adhäsion und Koagulation der Blutplättchen und
reguliert somit den Blutfluss (Becker et al., 2000). Wichtige Faktoren sind hierbei Throm-
bomodulin, Plasminogen, von-WillebrandFaktor (vWF) und Fibrinogen. Durch Synthese
vasodilatatorischer (z.B. Stickstoffmonoxid, Prostazyklin) bzw. vasokonstriktorischer Fak-
toren (z.B. Endothelin, Angiotensin II) beeinflussen Endothelzellen den Tonus der Blut-
gefäßmuskulatur (Palmer et al., 1987). Des weiteren spielen Endothelzellen eine wichtige
Rolle bei der Rekrutierung inflammatorischer Zellen bei Entzündungen bzw. Infektionen.
Hierfür sezernieren sie Zytokine, Chemoattraktoren und Wachstumsfaktoren, die zu einer
Adhäsion der Immunzellen an die Endothelzellen und späteren Extravasation aus dem
vaskulären System zum Ort der Entzündung führen (Hurairah & Ferro, 2004; Middleton
et al., 2002).
1.1.3 Mechanismen der embryonalen Blutgefäßbildung
Die Bildung des Blutgefäßsystems erfolgt bereits während der frühen Embryonalentwick-
lung und ist essentiell für die Versorgung des Embryos mit Sauerstoff und Nährstoffen. Die
Entstehung der Blutgefäße basiert dabei auf zwei verschiedenen Mechanismen (Abb. 1.2).
Die Vaskulogenese beschreibt den Prozess der Entstehung primärer Blutgefäße aus sich
in situ differenzierenden endothelialen Vorläuferzellen zu Endothelzellen (Risau, 1997).
Dabei differenzieren sich Hämangioblasten aus den mesodermalen Zellen des Dottersacks
und bilden sogenannte Blutinseln. Aus der inneren Schicht der Blutinseln entwickeln sich
die hämatopoetischen Stammzellen, während die endothelialen Vorläufer aus den Zellen
der Peripherie entstehen (Asahara et al., 1997). Durch den Zusammenschluss der ersten
sich entwickelnden primitiven Endothelzellen beginnt im weiteren Verlauf die Ausbildung
eines vaskulären Netzwerkes (Risau & Flamme, 1995). Die Vaskulogenese ist nicht nur
auf die Embryonalentwicklung beschränkt, sondern konnte auch im adulten Organismus
unter der Beteiligung endothelialer Vorläuferzellen nachgewiesen werden (Asahara et al.,
1999; Kalka et al., 1999).
1 Einleitung 3
Der zweite Mechanismus der Blutgefäßentstehung wird als Angiogenese bezeichnet, bei
der die primären Gefäße expandieren und verzweigen (Carmeliet, 2000; Patan, 2000). Die
neuen Gefäße können dabei auf zwei verschiedene Weisen entstehen. Die sprossende An-
giogenese basiert auf der Migration, Proliferation und Bildung tubulärer Strukturen. Bei
der Intussuszeption wird ein größeres Blutgefäß durch das Einfügen endothelialer Schich-
ten in mehrere kleinere Gefäße unterteilt (Bartel & Lametschwandtner, 2000; Burri, 1992;
Djonov et al., 2000; Patan et al., 1992).
Abb. 1.2: Mechanismen der Blutgefäßentstehung. Modifiziert nach Harvey & Rosenthal
(1999).
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1.1.4 Angiogenese im adulten Organismus
Die physiologische Gefäßneubildung ist im adulten Organismus streng reguliert und nur
auf wenige Prozesse beschränkt. Angiogene Prozesse sind dabei für das Wachstum des
Muskel- und Fettgewebes relevant (Lloyd et al., 2003; Rupnick et al., 2002). Im weib-
lichen Organismus kommt es während des Reproduktionszyklus sowie der Entwicklung
der Milchdrüse zu physiologischen Gefäßänderungen (Findlay, 1986; Plendl, 2000; Smith,
1998; Torry & Torry, 1997). Darüber hinaus gewährleistet Angiogenese die Blutversor-
gung der Plazenta während der Gravidität sowie im Rahmen regenerativer Prozesse, wie
beispielsweise der Wundheilung (Findlay, 1986; Tonnesen et al., 2000).
Weitere Formen der Neovaskularisation nach der Embryonalentwicklung spielen im Rah-
men pathophysiologischer Prozesse eine entscheidene Rolle. Eine exzessive Angiogenese
trägt zur Pathogenese zahlreicher Krankheiten bei und wurde bereits im Zusammenhang
bestimmter Formen der Arthritis und Retinopathie gezeigt (Ferrara, 2000). Eine weitere
Dysregulation des Gefäßwachstums ist bei Krankheitsbildern der Psoriaris, krankhaften
Adipositas, Makuladegeneration, Arterioskleorse sowie bei Hämangiomen zu finden (Car-
meliet, 2003; Ferrara, 2000; Heits et al., 1998). Vor allem stellt die pathologische Angio-
genese jedoch die Grundlage für das Wachstum sowie die spätere Metastasierung solider
Tumore dar (Folkman, 1971, 1975).
1.2 Tumorangiogenese und Tumorhypoxie
Solide Tumore benötigen für ein schnelles Wachstum eine ausreichende Versorgung mit
Sauerstoff und Nährstoffen. Bis zu einer Größe von ca. 1 - 2mm3 kann dieser Bedarf durch
Diffusion aus dem umgebenden Gewebe gedeckt werden (McDougall et al., 2006). Für
ein weiteres Wachstum ist die Neubildung eigener Blutgefäße notwendig. Die Induktion
der Tumorangiogenese ist dabei vom Tumortyp und seiner Umgebung abhängig und kann
in den unterschiedlichsten Stadien der Tumorentwicklung erfolgen (Bergers & Benjamin,
2003).
Trotz der Ausbildung neuer Blutgefäße verfügen Tumore infolge ihres schnellen Wachs-
tums nur über eine unzureichende Gefäßversorgung, die zu einer Unterversorgung mit
Sauerstoff führt. Diese sogenannte Tumorhypoxie innerhalb maligner Tumore stellt dabei
einen wichtigen Faktor bezüglich der Aggressivität und des Metastasierungspotentials dar
und geht daher in vielen Fällen mit einer schlechten Prognose einher (Höckel & Vaupel,
2001; Höckel et al., 1996). Ursachen hierfür liegen neben einer verstärkten Angiogenese in
der Selektion Apoptose-resistenter Tumorzellen, die durch Hypoxie gefördert werden, so-
wie eine durch Hypoxie vermittelte genetische Instabilität maligner Zellen (Graeber et al.,
1996; Stoler et al., 1992).
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1.2.1 Struktur und Funktion von Tumorgefäßen
Intratumorale Blutgefäße unterliegen einem konstanten Wachstumsprozess, der die Sta-
bilisierung und Reifung der entstandenen Gefäße verhindert.Tumorgefäße unterscheiden
sich daher sowohl in ihrer Struktur als auch ihrer Funktion von physiologisch entstandenen
Blutgefäßen (Abb. 1.3). Die Gefäße innerhalb eines Tumors weisen starke Verzweigungen
und Dilatationen auf (McDonald & Baluk, 2002; Mollica et al., 2003). Die Endothelschicht
ist oft inhomogen strukturiert mit übereinander ins Lumen hineinwachsenden Endothel-
zellen, so dass ein Mosaik aus Endothel- und Tumorzellen mit wechselnden Durchmessern
und toten Enden entsteht (Hashizume et al., 2000). Unterbrechungen in der Basalmem-
bran sowie eine geringe Anzahl von Perizyten, die mit dem Endothel assoziiert sind,
sorgen für einen Stabilitätsverlust und eine höhere Permeabilität der Blutgefäße, durch
die es zu einem unregelmäßigen Blutfuss innerhalb des Tumors kommt (Baluk et al., 2003;
Morikawa et al., 2002). Die Sauerstoffversorgung kann deshalb trotz hoher Gefäßdichte
unzureichend sein, was die Entstehung hypoxischer und azidotischer Bereiche innerhalb
des Tumors fördert und wiederum die Angiogenese verstärkt.
Abb. 1.3: Struktur physiologischer und tumoraler Blutgefäße A: Schematische Darstel-
lung nach Sund et al. (2005). B: Elektronenmikroskopische Aufnahmen gesunder
(links) und tumoraler (rechts) Blutgefäße in murinen Milchdrüsen (Narang & Va-
ria, 2011).
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1.2.2 Regulation und Mechanismen der Tumorangiogenese
Die physiologische Angiogenese unterliegt im gesunden Organismus einer strengen Re-
gulation verschiedener pro- und antioangiogener Faktoren (Tab. 1.1). Das Gleichgewicht
zwischen diesen Faktoren wird durch den Bedarf an Sauerstoff und Metaboliten gesteuert
(Plate et al., 1994; Talks & Harris, 2000). Beim Übergang vom avaskulären zum vaskulä-
ren Tumor, dem sogenannten angiogenic switch, verschiebt sich dieses Gleichgewicht im
Tumorgewebe zugunsten der proangiogenen Faktoren. Die Freisetzung dieser wachstums-
fördernden Faktoren und die damit verbundene Induktion der Neovaskularisierung erfolgt
dabei durch verschiedene Stimuli, wie z.B. die Aktivierung von onkogenen bzw. Hypoxie-
induzierbaren Transkriptionsfaktoren, die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen oder
Mutationen im Genom der Tumorzellen (Bergers & Benjamin, 2003; Folkman, 2003; Ha-
nahan & Folkman, 1996).
Die Neubildung tumoraler Blutgefäße erfolgt grundsätzlich wie bei der physiologischen
Angiogenese (Abb. 1.4). Durch die Sezernierung des Wachstumsfaktors VEGF (siehe Ab-
schnitt 1.3) kommt es zu einer Vasodilatation und erhöhten Permeabilität der Wirtsge-
fäße, die durch die Angiopoetin-2 vermittelte Lockerung der stabilisierenden Perizyten-
schicht verstärkt wird (Maisonpierre et al., 1997; Senger et al., 1983). Die Freisetzung
von Proteasen, Matrixmetalloproteasen und anderer proteolytischer Faktoren führt zu ei-
ner Degradierung der Basalmembran und der extrazellulären Matrix (Kalluri, 2003). Im
weiteren Verlauf lösen die Endothelzellen ihre inter- und periendothelialen Zellkontakte
auf und migrieren in Richtung des angiogenen Stimulus in den perivaskulären Raum ein.
Nach der Bildung des ersten Kapillarsprosses aus Endothelzellen kommt es an dessen
Spitze zur weiteren Auflösung und Umstrukturierung der extrazellulären Matrix in Rich-
tung Tumor und schließlich zur Bildung neuer Gefäßlumina. Durch die Ausbildung einer
Basalmembran sowie Rekrutierung perivaskulärer Zellen werden die Blutgefäße stabili-
siert. Wichtige Faktoren für die Mobilisation dieser Zellen sind hierbei u.a. PDGF-β und
PlGF (Carmeliet et al., 2001; Distler et al., 2003). Nach Anschluss des Tumors an das
bestehende Gefäßsystem entstehen durch rasches, expansives Wachstum hypoxische bzw.
nekrotische Bereiche innerhalb des Tumors, durch die wiederum die Entstehung neuer
intratumoraler Blutgefäße iniitiert wird (Carmeliet, 2003).
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Tab. 1.1: Übersicht wichtiger pro- und antiangiogener Faktoren.




Epidermal Growth Factor (EGF) Canstatin
Fibroblast Growth Factor (FGF)-1 und -2 Endostatin
Interleukine (IL-1, -2, -6 und -8) Interferone (α, γ)
Hepatocyte Growth Factor (HGF) Interleukine (IL-4, -12 und -18)
Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) Maspin
Placenta Growth Factor (PlGF) Platelet Factor-4 (PF-4)
Platelet Derived Growth Factor (PDGF) Thrombospondin 1-4 (TSP 1-4)
Prostaglandine (E1 und E2) Heparin
Transforming Growth Factor (TGF) (α und β) Troponin-1
Tumor Necrosis Factor α (TNF-α) Tumstatin
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Vasostatin
Abb. 1.4: Mechanismen der Blutgefäßentstehung im Tumor. A: Avaskuläres Tumor-
wachstum; B: Dilatation und Erhöhung der Blutgefäßpermeabilität; C: Gefäßspros-
sung; D: Entwicklung und Reifung neuer Blutgefäße; E: Anschluss an bestehendes
Blutgefäßsystem. Modifiziert nach Bergers & Benjamin (2003).
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1.3 Die Wachstumsfaktoren der VEGF-Familie
Der Begriff VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), ursprünglich auch als vasku-
lärer Permeabilitätsfaktor (VPF) bezeichnet (Dvorak et al., 1979; Senger et al., 1983),
beschreibt eine multifunktionale Familie von Glykoproteinen, die durch unterschiedliche
Genlokalisationen auf verschiedenen Chromosomen in die Faktoren VEGF(-A), -B, -C,
-D und PlGF eingeteilt wird (Birk et al., 2008; Ylä-Herttuala et al., 2007). Darüber
hinaus werden die viralen VEGF-Homologe, zusammengefasst als VEGF-E bezeichnet,
sowie das im Schlangengift nachgewiesene VEGF-F unterschieden (Ogawa et al., 1998;
Yamazaki et al., 2003). VEGF besteht aus einem antiparallelen Homodimer, das durch
intermolekulare Disulfidbrücken verknüpft ist und je nach beschriebenem Organismus ein
Molekulargewicht zwischen 34 und 46 kDa aufweist (Muller et al. (1997); Siemeister et al.
(1998), Abb. 1.5).
Abb. 1.5: VEGF-Struktur. Darstellung als Monomer (A) und Homodimer (B) nach Hoeben
(2004).
1.3.1 Isoformen und Funktionen von VEGF
VEGF (auch bekannt als VEGF-A) ist bezüglich der Stimulation der Endothelzellproli-
feration und der Wirkung auf die Gefäßpermeabilität der bedeutendste Vertreter aus der
VEGF-Familie und ist als einer der wichtigsten Wachstumsfaktoren bei der Entwicklung
des embryonalen Gefäßsystems sowie für die Angiogenese im adulten Organismus von es-
sentieller Bedeutung (Ferrara & Keyt, 1997; Neufeld et al., 1999). So führt die homozygote
und heterozygote Deletion von VEGF in transgenen Mäusen zur embryonalen Letalität
(Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996; Haigh et al., 2000).
In humanen Zellen existieren durch alternatives Splicing mindestens sieben verschiedene
VEGF-Isoformen, die für Proteine mit einer Länge von 121, 145, 148, 165, 183, 189 und
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206 Aminosäuren kodieren (Ferrara et al. (1991); Hilmi et al. (2012); Jingjing et al. (1999);
Leung et al. (1989); Mineur et al. (2007); Poltorak et al. (1997); Whittle et al. (1999),
Abb. 1.6A). Murines VEGF liegt durch alternatives Splicing in drei verschiedenen Isofor-
men vor (Mattot et al. (2002); Stalmans et al. (2002), Abb. 1.6B). Diese Proteine unter-
scheiden sich jeweils nur durch kurze Domänen am C-Terminus, was jedoch einen großen
Einfluss auf ihre biologische Funktion hat und ihre Interaktion mit Heparan-Sulfaten und
dem Co-Rezeptor Neuropilin steuert (Stalmans et al., 2002; Suarez et al., 2006).
Humanes VEGF165 und murines VEGF164 sind die am besten beschriebenen Splicevarian-
ten und spielen neben der Embryonalentwicklung vor allem bei der Tumorangiogenese eine
wichtige Rolle (Woolard et al., 2009). VEGF165 ist für das Wachstum zahlreicher Tumore
essentiell und in vielen Tumorarten hochreguliert (Folkman, 2002; Gasparini, 2000; Li
et al., 2006; Tamura et al., 2001; Uthoff et al., 2002). Die Expression geht dabei von den
Tumorzellen und nicht vom Endothel aus, was auf einen parakrinen Wirkmechanismus
hindeutet (Ferrara & Keyt, 1997).
Abb. 1.6: Schematische Repräsentation der beschriebenen humanen (A) und muri-
nen (B) VEGF-Isoformen. Modifiziert nach Damert et al. (2002); Hilmi et al.
(2012).
1.3.2 VEGF-Rezeptoren und Signaltransduktion
Die angiogenen Wachstumsfaktoren der VEGF-Familie vermitteln ihre Wirkung über drei
hochaffine Tyrosin-Kinase-Rezeptoren. VEGF-Rezeptor-1 (fms-like tyrosine kinase-1, Flt-
1), VEGF-Rezeptor-2 (fetal liver kinase-1, Flk-1) und VEGF-Rezeptor-3 (Flt-4) gehören
zu der Familie der Platelet-derived growth factor (PDGF)-Rezeptoren und bestehen aus
sieben extrazellulären Immunglobulin (Ig)-ähnlichen Domänen, einer transmembranen so-
wie einer intrazellulären Domäne, die die Tyrosin-Kinase-Domäne enthält (Ferrara, 2004;
Pajusola et al., 1992; Shibuya et al., 1990). Die Expression der VEGF-Rezeptoren erfolgt
in erster Linie auf Endothelzellen, konnte mittlerweile aber auch auf unterschiedlichen
Nicht-Endothelzellen nachgewiesen werden (Clubbs & Bomser, 2007; Ishida et al., 2001;
Ohno-Matsui et al., 2003; Shen et al., 1993; Takahashi et al., 1995).
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Die Bindung von VEGF bewirkt eine Dimerisierung der Rezeptoren, durch die die in-
trazelluläre Domäne der Tyrosin-Kinase strukturell verändert wird und letztendlich zu
ihrer Aktivierung führt. Die Rezeptoren dimerisieren und phosphorylieren sich gegensei-
tig an den Tyrosin-Resten, welche über die spezifische Assoziation mit SH2-Proteinen die
Signaltransduktion in den Zellen auslösen und die Proliferation induzieren (Ferrara &
Davis-Smyth, 1997). Die verschiedenen VEGF-Formen zeigen eine unterschiedliche Spe-
zifität hinsichtlich ihrer Bindung an die einzelnen VEGF-Rezeptoren (Abb. 1.7). VEGF
bindet an VEGFR-1 und -2. Die Interaktion mit VEGFR-2 ist dabei essentiell für die In-
duktion der Angiogenese, wohingegen VEGFR-1 während der Embryonalentwicklung eine
supprimierende Wirkung auf proangiogenetische Signale ausübt und so die Hämangioge-
nese in einem physiologischen Gleichgewicht hält (Hiratsuka et al., 2001; Waltenberger
et al., 1994; Zachary, 1998). Die Liganden VEGF-B und PlGF binden an VEGFR-1,
VEGF-C und -D an VEGFR-2 und -3. VEGF-E interagiert lediglich mit VEGFR-2. Ne-
ben der Bindung ihres spezifischen Liganden VEGF interagieren die VEGF-Rezeptoren
noch mit Co-Rezeptoren wie Neuropilin-1 und -2 oder Heparin. Diese Co-Rezeptoren sind
zwar nicht zur Signaltransduktion befähigt, aber in der Lage, die VEGF-vermittelte Bin-
dung an VEGFR zu modulieren.
Abb. 1.7: VEGF-Signaltransduktionswege. Gezeigt sind die Interaktionen zwischen VEGF
bzw. VEGF-Homologen und ihren entsprechenden Tyrosin-Kinase-Rezeptoren
VEGFR (Matsumoto & Claesson-Welsh, 2001).
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1.3.3 Regulation der VEGF-Expression
Die Expression von VEGF wird durch unterschiedliche Faktoren reguliert, wobei das Auf-
treten von Hypoxie zu den stärksten Stimuli gezählt wird (Shweiki et al., 1992). Der
Zusammenhang zwischen sinkendem Sauerstoffpartialdruck (pO2) und steigender VEGF-
Expression wurde bereits eingehend untersucht und in verschiedenen in vivo und in vi-
tro-Versuchen gezeigt (Ankoma-Sey et al., 2000; Minchenko et al., 1994). Die sauerstoff-
abhängige Regulation wird dabei in erster Linie durch den Hypoxie-induzierbaren Trans-
kriptionsfaktor HIF-1 kontrolliert (Abb. 1.8). Unter normoxischen Bedingungen wird HIF-
1 durch sauerstoffabhängige Prolinhydroxylasen (PHD) hydroxiliert und im weiteren Ver-
lauf proteosomal degradiert (Ivan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001). Die Aktivität der
Prolinhydroxylasen ist sauerstoffabhängig und unter hypoxischen Bedingungen vermin-
dert wirksam, wodurch die Konzentration von HIF-1 ansteigt und somit zu einer erhöhten
VEGF-Expression führt (Ke & Costa, 2006; Levy et al., 1995). Auf posttranskriptioneller
Ebene wird darüber hinaus die Halbwertszeit der VEGF-mRNA unter Hypoxie von ca.
30 Minuten auf etwa 2,5 Stunden signifikant erhöht (Stein et al., 1995).
Neben hypoxischen Bedingungen führt Glukosemangel und die Aktivierung von Onko-
genen bzw. Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen zu einer Induktion der VEGF-
Expression (Semenza, 2003; Shweiki et al., 1995). Abhängig vom Zelltyp können zudem
bestimmte Hormone die VEGF-Konzentration regulieren. Wichtige Vetreter sind dabei
das Cortisol und verwandte Glukokortikoide als hemmende Faktoren sowie das Adreno-
corticotropes Hormon (ACTH) als Stimulator der VEGF-Expression (Gaillard et al., 2000;
Gloddek et al., 1999; Nauck et al., 1998; Vittet et al., 2000). Darüber hinaus modulieren
verschiedene Zytokine, wie z.B. TGF-α, TGF-β, EGF, IL-1-α/β, IL-6 und IGF-I die Ex-
pression und Freisetzung von VEGF (Cohen et al., 1996; Detmar et al., 1995; Ferrara &
Davis-Smyth, 1997; Frank et al., 1995; Goldman et al., 1993; Li et al., 1995; Pertovaara
et al., 1994; Warren et al., 1996).
Abb. 1.8: Regulierung der VEGF-Expression durch den Hypoxie-induzierbaren Fak-
tor HIF-1. Schematische Darstellung sinngemäß nach Hoeben (2004).
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1.4 VEGF als therapeutisches Ziel zur Behandlung solider
Tumore
Unter einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren zählt VEGF im Rahmen des Tumorwachs-
tums zu einem der wichtigsten angiogenen Faktoren. Tumorzellen besitzen die Fähigkeit,
VEGF freizusetzen und somit die Rekrutierung von Endothelzellen in das Tumorgewebe
zu induzieren, die letztendlich durch den Anschluss an ein bestehendes Blutgefäßsystem
den Wechsel vom avaskulären zum vaskulären Wachstum ermöglicht. Diese Erkenntnis
führte zu der Entwicklung von antiangiogenen Therapieansätzen, welche die zielgerich-
tete Blockade von VEGF und die damit verbundene Inhibierung der Entwicklung neuer
Blutgefäße vorsieht (Ellis & Hicklin, 2008).
1.4.1 Klassische Anti-VEGF-Behandlungsansätze
Es existieren grundsätzlich vier potentielle Anti-VEGF-Strategien, durch die die VEGF-
Signalkaskade beeinflusst und somit die Bildung neuer Blutgefäße im Tumor verhindert
werden sollen (Abb. 1.9). Der Antikörper Bevacizumab (Avastin™, Genentech, USA) bin-
det und neutralisiert VEGF und verhindert dadurch die Bindung an seinen Rezeptor
(Jain, 2002). VEGF-trap (Aventis, Strassburg, Frankreich), ein löslicher dimerer Rezep-
tor, bestehend aus Teilen der extrazellulären VEGFR-1 und -2-Domänen, bindet sämtliche
Mitglieder der VEGF-Familie inklusive PlGF (Huang et al., 2003). Neben neutralisie-
renden VEGF-Antikörpern wurden darüber hinaus zahlreiche Rezeptor-Tyrosin-Kinase-
Inhibitoren entwickelt, durch die eine Reduzierung tumoraler Blutgefäße einhergehend mit
einer Verzögerung des Tumorwachstums sowie der Metastasierung erreicht werden kann
(Angelov et al., 1999; Shaheen et al., 1999; Vajkoczy et al., 1999). Eine weitere Möglich-
keit der Unterbindung des VEGF-Signals bietet der Einsatz sogenannter Aptamere. Dabei
handelt es sich um DNA- oder RNA-Moleküle, die Zielproteine binden und neutralisieren
(Kaur et al., 2013; Nonaka et al., 2013).
Der Erfolg der Antiangiogenese als Monotherapie im Rahmen der Krebsbehandlung ist
allerdings hinter den Erwartungen zurückgeblieben (Hurwitz et al., 2006; Mayer et al.,
2007), wohingegen eine kombinierte Verabreichung mit Chemotherapeutika den Effekt
einer alleinigen Chemotherapie in Abhängigkeit vom Tumortyp deutlich übersteigt (Hur-
witz, 2004). Diesen Effekt der antiangiogenen Therapie führt man darauf zurück, dass die
Blutgefäße in diesen Tumoren in ihren Eigenschaften eher Gefäßen aus gesundem Gewebe
ähneln und dadurch die Gesamtdurchblutung und somit die Verteilung der Chemothe-
rapie innerhalb des Tumors verbessert sind. Man spricht in diesem Zusammenhang von
einer Normalisierung der Tumorgefäße, durch die die Chemotherapeutika ihre Wirkung
in Bereichen des Tumors entfalten können, in die sie ohne antiangiogene Therapie nicht
gelangen (Jain, 2005).
1 Einleitung 13
Abb. 1.9: Antiangiogene Therapieansätze. A: Monoklonale Antikörper binden an VEGF;
B: Aptamere binden VEGF; C: VEGF-trap bindet VEGF und PlGF; D: Monoklona-
le Antikörper binden an VEGFR-1; Monoklonale Antikörper binden an VEGFR-2.
(Noël et al., 2007).
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1.4.2 Zielgerichtete Inaktivierung von VEGF in myeloischen Zellen
Es ist bekannt, dass Tumore nicht nur aus neoplastischen Zellen bestehen, sondern eben-
falls aus verschiedenen stromalen Zellen, Blutgefäßen, Immunzellen sowie nichtzellulären
Bestandteilen der extrazellulären Matrix, die gemeinsam das Tumormikromilieu bilden
(Gasser & Raulet, 2006; Murdoch et al., 2008). Die einzelnen Komponenten des Tumors
treten dabei in Interaktion und schaffen so eine Umgebung, die entscheidenden Einfluss
auf die Tumorprogression nimmt. Aufgrund dieser Eigenschaften bietet das Stroma einen
Angriffspunkt für neue potentielle Therapieansätze. Neben VEGF, das von Tumorzellen
sezerniert wird, trägt stromales VEGF in vielen Tumorentitäten zur Tumorangiogene-
se bei (Dong et al., 2004; Lewis et al., 2000; Pilch et al., 2001). Nach Inokulation von
humanen Tumorzellen in immun-inkompetente Mauslinien konnte gezeigt werden, dass
Avastin™, das nur humanes Tumorzell-VEGF inhibiert, insbesondere für Tumorarten mit
hohem stromalen VEGF-Anteil eine geringe Effizienz bezüglich der Inhibierung des Tu-
morwachstums hat (Liang et al., 2006). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass nicht
VEGF aus Tumorzellen für eine maligne Aszites verantwortlich ist, sondern VEGF aus
stromalen Komponenten (Guleng et al., 2005).
Aus verschiedenen Mausmodellen sowie der Analyse humaner Tumorbiopsien weiß man,
dass neben den Tumorzellen selbst auch aus dem Knochenmark stammende myeloische
Zellen, zu denen dendritische Zellen, Granulozyten, Makrophagen sowie Mastzellen zählen,
in maligne Tumore einwandern, dort vermehrt VEGF freisetzen und somit zur Gefäßneu-
bildung beitragen (Murdoch et al., 2008). Tiere mit einer gezielten genetischen Inakivie-
rung von VEGF in myeloischen Zellen zeigen hierbei eine Normalisierung der Gefäße in
subkutan implantierten Lewis Lung Carcinoma-Tumoren und sprechen im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren besser auf eine chemotherapeutische Behandlung an (Stockmann et al.,
2008). Darüber hinaus bewirkt eine Anti-VEGF-Therapie in Kombination mit einer De-
pletion myeloischer Zellen eine stärkere Inhibierung des Tumorwachstums im Vergleich zu
einer alleinigen Anti-VEGF-Behandlung (Shojaei et al., 2007).
1.5 Effekte der chemotherapeutischen Behandlung
Konventionelle Behandlungsmethoden von Tumorerkrankungen, bei denen ein chirurgi-
scher Eingriff nicht möglich ist oder keine vollständige Entfernung des Tumorgewebes ge-
währleistet, beruhen neben der Bestrahlung des Tumors hauptsächlich auf der Anwendung
von Chemotherapeutika. Die klassische Chemotherapie erfolgt dabei mit Zytostatika, die
die Zellteilung hemmen. Aufgrund einer stärkeren Zellproliferation maligner Tumorzellen
reagieren diese verstärkt auf eine Störung der Zellteilung.
1 Einleitung 15
1.5.1 Tumorsuppression durch Apoptose und Seneszenz
Chemotherapeutische Substanzen erzielen ihre antitumorale Wirkung in erster Linie durch
die Inhibierung des Zellzyklus sowie die Induktion von Apoptose in den Tumorzellen (Bar-
ry et al., 1990; Fisher, 1994; Kerr et al., 1994). Die zytotoxische Behandlung bewirkt
dabei eine Schädigung der DNA, die als Initialantwort der Zelle zu einer Aktivierung
des Tumorsuppressorgens p53 führt. Die Aktivierung von p53 führt im weiteren Verlauf
zu einem Arrest des Zellzyklus in der G1- bzw. G2/M-Phase und einer Reparatur der
DNA-Schädigung oder bei stärkeren Schäden zu einer Eliminierung der betroffenen Zelle
durch Apoptose (Agarwal et al., 1995; Kroemer et al., 2007). Eine Vielzahl maligner Tu-
more weist jedoch eine Mutation von p53 auf, durch die im Rahmen einer zytotoxischen
Behandlung die p53-vermittelte Apoptose der Tumorzellen nicht mehr effizient erfolgen
kann (Bode & Dong, 2004; Dumay et al., 2013; Soussi & Béroud, 2001).
Wildtyp-p53 induziert die Expression zahlreicher, funktionell verschiedener Gene, die bei-
spielsweise bei der Zelldifferenzierung, Induktion von DNA-Reparaturmechanismen, der
Kontrolle des Zellzyklus und insbesondere bei der Induktion von Seneszenz eine wichti-
ge Rolle spielen (Hofseth et al., 2004). Die zelluläre Seneszenz stellt einen dauerhaften
Zustand des Zellzyklus-Arrests dar, durch den die Zelle die Fähigkeit verliert zu prolife-
rieren, jedoch über einen langen Zeitraum lebensfähig und metabolisch aktiv bleibt (Sher-
wood et al., 1988). Dabei werden grundsätzlich zwei Arten der zellulären Seneszenz unter-
schieden. Die replikative Seneszenz beschreibt die Auslösung des Seneszenz-Programms
nach Erreichen einer kritischen Telomerlänge (Martens et al., 2000). Als Telomere werden
Nukleoprotein-Komplexe beschrieben, die an den Enden der Chromosomen sitzen und
nach jedem Zellzyklus-Durchlauf ein Stück verkürzt werden. Die zweite Form wird als
induzierbare bzw. prämature Seneszenz bezeichnet, die bei zellulärem Stress ausgelöst
werden kann und somit Telomer-unabhängig ist (Chen et al., 2004; Zhang, 2007). Die
p53-p21-Signalachse stellt einen möglichen Mechanismus der zellulären Seneszenzinduk-
tion dar (Sugrue et al., 1997). Eine Erhöhung der p53-Aktivierung bewirkt die Induktion
der Expression von p21, ein Inhibitor der Cyclin-abhängigen Kinase, der bei hoher Ex-
pression einen G1-Arrest der Zelle hervorruft (Sherr & Roberts, 1999). Eine erhöhte p21-
Expression ist somit charakteristisch und ein akzeptierter Marker für seneszente Zellen.
Weitere Expressionsmarker für seneszente Zellen sind die CDK-Inhibitoren p16, p19 und
p27 (Kuilman & Peeper, 2009; Kuilman et al., 2010). Darüber hinaus wurden bereits wei-
tere Merkmale zur Identifikation seneszenter Zellen beschrieben (Rodier & Campisi, 2011).
Neben einer morphologischen Änderung, bei der die Zellen ihre ursprüngliche Form verlie-
ren und große, flache Strukturen ausbilden, exprimieren seneszente Zellen eine sogenannte
Seneszenz-assoziierte β-Galaktosidase (SA-β-Gal), die in Lysosomen bei einem pH-Wert
von 6 eine hohe Aktivität besitzt. Durch die beschriebene morphologische Veränderung
nimmt der Anteil der Lysosomen in seneszenten Zellen zu und ermöglicht die Detektion
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des Enyzms bei suboptimalem pH-Wert (Kurz et al., 2000). Darüber hinaus zeigen Zellen
nach Seneszenzinduktion eine Hochregulierung immunzellregulierender und inflammato-
rischer Faktoren, durch die sie in parakriner Weise ihre Umgebung beeinflussen können
(Rodier, 2013). Dieses veränderte Expressionsprofil wird auch als Seneszenz-assoziierter
sekretorischer Phänotyp (SASP) bezeichnet und ist dafür bekannt, eine Vielzahl anti-,
aber auch protumoraler Prozesse zu initiieren (Coppé et al., 2010).
Viele in vitro und in vivo Versuche zeigen, dass im Zusammenhang mit einer chemothe-
rapeutischen Behandlung neben der Apoptose eine prämature Seneszenz der Tumorzellen
ausgelöst werden kann (Chang et al., 1999b; Park et al., 2000; Schmitt et al., 2002; Shay &
Roninson, 2004; te Poele et al., 2002). Diese „Therapie-induzierte Seneszenz“ (TIS) bewirkt
durch den irreversiblen Zellarrest in erster Linie eine Reduzierung des Tumorwachstums
und verhindert somit eine neoplastische Transformation, d.h. die Umwandlung einer nor-
malen Zelle in eine Tumorzelle. Darüber hinaus belegen aktuelle Studien, dass seneszente
Zellen bedingt durch ihren SASP eine verstärkte Rekrutierung von Immunzellen auslö-
sen, die im Gegenzug arretierte Zellen erkennen und eliminieren können und somit zur
Tumorregression beitragen (Xue et al., 2007).
1.5.2 Antitumorantwort durch Immunzellen
Tumorzellen können über die humorale Immunantwort oder über zelluläre Mechanismen
erkannt und eliminiert werden. Die zelluläre Immunantwort erfolgt dabei über spezifi-
sche Zellen des angeborenen oder adaptiven Immunsystems. Hauptverantwortlich für die
Tumorabwehr durch das Immunsystem sind die Subpopulationen der T-Zellen, die MHC-
I- bzw. MHC-II-Peptid-Komplexe auf den Zielzellen erkennen und diese im Anschluss
selektiv töten. Tumorassoziierte Antigene (TAA) sind dabei die Voraussetzung für die
T-Zell-vermittelte Immunantwort (Pardoll & Topalian, 1998). Im Gegensatz dazu erfolgt
die Eliminierung von Tumorzellen durch das angeborene Immunsystem, zu dem Makro-
phagen und NK-Zellen zählen, unabhängig von spezifischen Antigenen.
Die antitumorale Immunantwort kann dabei durch die Behandlung mit Chemotherapeu-
tika gesteigert werden und wurde bereits anhand verschiedener T-Zell-basierter Studien
gezeigt (Zitvogel et al., 2008a,b). Durch ihre Fähigkeit, Tumorzellen zielgerichtet zu er-
kennen und effizient zu lysieren, wird darüber hinaus NK-Zellen eine immer bedeutendere
Funktion im Rahmen der Tumorabwehr zugesprochen. Sie sind in der Lage, ohne vorhe-
rige Immunisierung die Tumorentwicklung in einer frühen Phase einzuschränken und die
Tumormetastasierung zu vermindern (Halfteck et al., 2009; Ksienzyk et al., 2011; Smyth
et al., 2005; Talmadge et al., 1980). NK-Zellen wurden zudem im Zusammenhang mit
der sogenannten Immunüberwachung seneszenter Zellen beschrieben, d.h. sie sind in der
Lage, seneszente Zellen im Tumor zu eliminieren und somit zur Regression des Tumors
beizutragen (Krizhanovsky et al., 2008).
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NK-Zellen exprimieren auf ihrer Zelloberfläche eine Vielzahl aktivierender und inhibitori-
scher Rezeptoren, die mit NK-Zell-Liganden auf der Oberfläche der Zielzelle interagieren
(Abb. 1.10). Die zytotoxische Aktivität der NK-Zellen wird über das Gleichgewicht akti-
vierender und inhibitorischer Signale bestimmt (Farag et al., 2002; Lanier, 1998; Moretta
et al., 2002). Dabei führt eine Herunterregulierung (missing-self recognition) bzw. eine
Hochregulierung (induced-self recognition) der Liganden auf der Zielzelle zur NK-Zell-
vermittelten Lyse. NK-Zellen exprimieren drei Liganden der TNF-Familie, FasL, TNF-α
sowie TRAIL. Durch Interaktion dieser Liganden mit den entsprechenden Rezeptoren auf
der Zielzelle werden apoptotische Vorgänge induziert (Bradley et al., 1998; Kägi et al.,
1994b; Kayagaki et al., 1999; Takeda et al., 2001). Der gängigere Mechanismus der Zell-
Lyse ist jedoch die Freisetzung lytischer Granula, die Perforin und Granzyme enthalten
(Kägi et al., 1994a; Smyth et al., 1999). Über Endozytose gelangen die Granzyme in
das Zytoplasma der Zielzelle und aktivieren das Apoptose-fördernde Protein Caspase.
NK-Zellen können darüber hinaus zahlreiche Interleukine sowie Zytokine sezernieren. Die
wichtigsten Vertreter sind Interferon-γ, TNF-α und -β sowie TGF-β (Fauriat et al., 2010;
Yokota et al., 2013). Die Freisetzung verschiedener Interleukine, wie z.B. IL-1, IL-12, IL-
15 und IL-18 durch dendritische Zellen fördert die Reifung und zytotoxische Aktivität der
NK-Zellen sowie die erhöhte Ausschüttung von IFN-γ (Fernandez et al., 1999).
Abb. 1.10: NK-Zellen und ihre Aktivierung über inhibierende bzw. aktivierende Re-
zeptoren. Die Herunter- oder Hochregulierung von NK-Zell-Liganden auf der Ziel-
zelle bewirkt die NK-Zell-vermittelte Lyse durch Apoptose-Induktion oder Freiset-
zung lytischer Granula (Raulet & Vance, 2006).
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1.5.3 Tumorresistenz und Tumorrückbildung
Die Wirkstoffresistenz ist ein entscheidender Faktor, der die Effizienz einer chemothera-
peutischen Behandlung maligner Tumore beeinflusst. Dabei können Tumore bereits unab-
hängig von einer Chemotherapie eine intrinsische Resistenz aufweisen oder aber im Laufe
der Behandlung eine sekundäre Resistenz entwickeln (Kerbel et al., 1994). Die Ursachen
der Resistenz sind vielfältig (Abb. 1.11). Ein möglicher Mechanismus ist die Veränderung
des intra- und extrazellulären Transports des Wirkstoffs, so dass dieser nur in unzureichen-
der Konzentration in der Tumorzelle vorliegt. Hierbei spielt u.a. die verstärkte Expression
des ABC (ATP binding cassette)-Transporter-Proteins eine wichtige Rolle, durch das eine
Vielzahl strukturell und funktionell unterschiedlicher Zytostatika ihre Wirkung verlieren
(Gottesman et al., 2002). Des weiteren können zytoplasmatische Thiole wie Glutathion
oder Metallothionein die biologische Inaktivierung Platinkomplex-basierender Zytostati-
ka bewirken (Meijer et al., 1992). Durch Chemotherapie induzierte DNA-Schäden wer-
den in Zellen in erster Linie durch den Mechanismus der Nukleotid-Exzisions-Reparatur
(NER) repariert. Verschiedene Studien belegen für chemotherapeutisch resistente Zellen
eine verstärkte Expression von NER-Proteinen, durch die die Fähigkeit der Tumorzelle
steigt, DNA-Schäden zu reparieren (Kelland, 1994). Der Funktionsverlust des Tumorsup-
pressorgens p53 in Tumorzellen und die damit eingeschränkte Möglichkeit apoptotische
Signalwege einzuleiten, geht ebenfalls mit einer verstärkten Resistenz gegenüber Zytosta-
tika einher (Ahnen et al., 1998; Fan et al., 1994; Liang et al., 2002; Perego et al., 1996).
Weitere Mechanismen für eine Chemoresistenz, insbesondere gegenüber antiangiogener
Therapien, entwickelt der Tumor durch die alternative Neubildung von Blutgefäßen in
Form von sprossender Angiogenese, Intususzeption, vaskulärer Kooption sowie postnata-
ler Vaskulogenese, bei der endotheliale Vorläuferzellen oder Tumorstammzellen rekrutiert
werden (Loges et al., 2010; Monzani & Porta, 2008). Obwohl die molekularen Mecha-
nismen für diese beschriebenen Prozesse größtenteils unbekannt sind, liegt es nahe, dass
die Einzelbehandlung mit einem VEGF-Antikörper nicht alle Formen der Gefäßneubil-
dung gleichermaßen hemmen kann. Im Zusammenhang mit einer Resistenz gegenüber
Anti-VEGF-Therapien kann darüber hinaus die Permeabilität der Blutgefäße im Tumor
einen wichtigen Einfluss ausüben. So zeigen Nakasone et al. (2012), dass die Inaktivierung
von MMP9, einer Matrixmetalloproteinase, die die Permeabilität der Blutgefäße reguliert,
zu durchlässigeren Gefäßen führt, durch die Chemotherapeutika besser im Tumor verteilt
werden und somit besser wirken können. Der Erfolg chemischer Inhibitoren für verschiede-
ne MMP Enzyme hinsichtlich einer erfolgreichen Tumorbehandlung in klinischen Studien
ist bislang jedoch noch nicht bestätigt worden.
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Abb. 1.11: Wirkstoff-Resistenzmechanismen in soliden Tumoren nach Wilson et al.
(2006).
Neben der Therapieresistenz stellt das Wiederkehren des Tumors nach Beendigung der
Therapie, das sogenannte Tumorrezidiv, ein weiteres Problem im Rahmen der Behandlung
maligner Tumore dar. Hierbei kommt es trotz initial erfolgreicher Therapie zu einem
raschen Nachwachsen des Tumors nach Beendigung der therapeutischen Maßnahmen.
Somit sind das initiale Ansprechen eines Tumors auf therapeutische Maßnahmen sowie
dessen Wachstumsverhalten nach Beendigung einer Therapie entscheidende Faktoren, die
die Lebenserwartung des Patienten bestimmen. Das Tumorrezidiv hängt u.a. von der
Tumorart und dessen Ausmaß zum Zeitpunkt der Therapie sowie der Metastasierung ab,
bei der es zur Absiedlung der Tumorzellen im Knochen oder anderen Organen kommt.
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2 Zielsetzung der Arbeit
Der Prozess der Tumorangiogenese ist entscheidend für das Wachstum und die Metasta-
sierung maligner Tumore. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist dabei einer
der bedeutsamsten angiogenen Wachstumsfaktoren und induziert in soliden Tumoren die
Ausbildung neuer Blutgefäße. Tumorinfiltrierende myeloische Zellen können neben den
Tumorzellen selbst große Mengen VEGF sezernieren. Wie bereits gezeigt werden konnte,
führt die spezifische Inaktivierung von VEGF in myeloischen Zellen zu einer erhöhten
Funktionalität intratumoraler Blutgefäße und infolge einer verbesserten Durchblutung
sowie einer gesteigerten Sauerstoffversorgung zu einem initial besseren Ansprechen des
Tumors auf eine chemotherapeutische Behandlung mit Zytostatika.
Basierend auf diesen Ergebnissen soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, inwie-
fern das Fehlen von myeloid Zell-spezifischem VEGF einen Einfluss auf die Rezidivbildung
von Tumoren nach chemotherapeutischer Behandlung ausübt. Anhand eines Mausmo-
dells, das eine genetische Inaktivierung von VEGF in myeloischen Zellen ermöglicht (KO-
Mäuse), sollen daher zunächst Wachstumskurven für subkutane Lewis Lung Carcinoma-
und B16F10-Tumore erstellt werden. Hierzu werden Tumorzellen subkutan in WT- und
KO-Mäuse injiziiert und nach sichtbarer Tumorbildung insgesamt dreimal im Zwei-Tages-
Rhythmus durch intraperitoneale Injektion mit Cisplatin behandelt, bevor die Tumore
nach Therapieende bzw. nach erfolgtem Rezidiv entnommen werden. Unbehandelte Tu-
more aus WT- und KO-Mäusen dienen als Vergleich für das erfolgreiche Ansprechen
behandelter Tiere auf die Chemotherapie. Da es sich um einen spezifischen Knockout für
den angiogenen Wachstumsfaktor VEGF handelt, ist die anschließende Charakterisierung
des Gefäßphänotyps sowie der Oxygenierung behandelter und unbehandelter Tumore ein
Schwerpunkt dieser vorliegenden Arbeit. Darüber hinaus soll genauer untersucht werden,
inwiefern sich der Verlust von myeloid Zell-spezifischem VEGF auf die chemotherapeuti-
sche Wirkung in Bezug auf den Tumor und insbesondere das Immunsystem als Bestandteil
des Tumormikromilieus auswirkt.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Bedeutung von VEGF in myeloischen Zellen im
Rahmen der Therapie maligner Tumore zu ermitteln und somit eine Grundlage für neue
Therapieansätze zu schaffen, mit denen der Erfolg der Chemotherapie hinsichtlich der
Tumorbehandlung verbessert werden kann.
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3 Material & Methoden
3.1 Materialien
3.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien
Tab. 3.1: Verwendete Geräte mit Herstellerbezeichnung.
Gerät Bezeichnung und Hersteller
Absaugpumpe Schuett (Biotec)
Analysewaage Pioneer (Ohaus)
Autoklav Varioklav (Thermo Scientific)
CO2-Inkubator Hera Cell 240 (Thermo Scientific)
Durchflusszytometer LSRII (BD Bioscience)
Feinwaage Ken GS (Satorius)
Fluoreszenz- und Chemilumineszenzsystem Fusion-FX7 (Peqlab)
Fluoreszenzmikroskop Eclipse E1000 (Nikon)
Horizontales Elektrophoresesystem (DNA) hausinterne Anfertigung









Pipettierhilfe IBS Integra Biosciences
Plattform-/Heizschüttler Polymax 1040 (Heidolph)
Präparationsbesteck Aesculap
Realtime PCR-Gerät IQ5 iCycler (Bio-Rad)
Sterile Werkbank HERAsafe (Heraeus)
UV-Geldokumentationsanlage BioDoc-It (UVP)
Vertikales Elektrophoresesystem (Protein) Mini-Protean 3 (Bio-Rad)
Vortexer Select (Bioproducts)
Western Blot-Kammer Mini Trans-Blot© Cell (Bio-Rad)
Zählkammer Neubauer (Ratiomed)
Zentrifugen Eppendorf und Heraeus








Nitrozellulose-Membranen Schleicher & Schuell
Nylonnetze BD Bioscience
Pipettenspitzen Biozym
Plastikröhrchen (15ml, 50ml) Greiner
Polysine-Objektträger Langenbrinck
Reaktionsgefäße (0,2 - 2ml) Eppendorf





Tab. 3.3: Verwendete Chemikalien.
Bezeichnung Hersteller
4,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma












Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Gibco
Essigsäure (100%) Fluka
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3.1.3 Puffer und Lösungen
Alle Puffer und Lösungen, die nicht aufgelistet sind, wurden von kommerziellen Anbie-






(IF, IHC) 5% (v/v) NGS
Blockierungslösung: 1x TBS-T
(WB) 5% (w/v) BSA
DEPC-H2O: 500ml H2O
0,5ml DEPC




DNA-Ladepuffer (6x) 0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylenxyanol FF
30% (v/v) Glycerin
Lysepuffer: DMEM
0,2% (w/v) Kollagenase (Type III)
1 U/ml DNase I
Lyse-Stop-Puffer: DMEM
10% FCS






0,05% (v/v) Tween 20
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SDS-Probenpuffer (4x): 0,1M Tris pH 6,8
4% (v/v) 10% SDS
10% (v/v) β-Mercaptoethanol
5% (v/v) 0,05% Bromphenolblau
2% (v/v) Glycerin
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3.1.4 Antikörper
Tab. 3.4: Verwendete Primär- und Sekundärantikörper. DZ: Durchflusszytometrie; IF:
Immunfluoreszenz; IHC: Immunhistochemie; WB: Western Blot.
Primärantikörper Typisierung Hersteller Verdünnung
anti-CD4 Ratte Biolegend 1:200 (DZ)
anti-CD8 Ratte Biolegend 1:200 (DZ)
anti-Cd11c Ratte Biolegend 1:200 (DZ)
anti-CD31 Ratte Biolegend 1:200 (IF)
anti-F4/80 Ratte Serotec 1:200 (DZ)
anti-Ki-67 Ratte Abcam 1:50 (IF)
anti-Mab-1 Maus HPI 1:50 (IF)
anti-NK1.1 Maus Biolegend 1:400 (DZ)
anti-p21 Kaninchen Oncogene 1:200 (IHC)
1:1000 (WB)
anti-p53 Kaninchen Santa Cruz 1:200 (IHC)
1:1000 (WB)
anti-SMA-α Maus Chemikon 1:500 (IF)
Sekundärantikörper Antigen Hersteller Verdünnung
anti-Kaninchen Alexa 488 Ziege IgG Invitrogen 1:200
anti-Maus Alexa 488 Maus IgG Invitrogen 1:200
anti-Ratte Alexa 488/568 Ratte IgG Invitrogen 1:200
anti-Kaninchen (biotinyliert) Kaninchen IgG Santa Cruz 1:200
anti-Kaninchen (HRP) Kaninchen IgG Cell Signalling 1:100000
anti-Ziege (biotinyliert) Ziege IgG Santa Cruz 1:200
anti-Maus (biotinyliert) Maus IgG Vector Labs 1:50
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3.1.5 Oligonukleotide
Tab. 3.5: Verwendete Primer zur Amplifikation der entsprechenden Gensequenz. Die
Spezifität wurde mittels PrimerBlast und PCR-Analyse bestätigt.
Gen Sequenz (5’-3’) Fragmentlänge (bp)
16S forward AGATGATCGAGCCGCG 163
16S reverse GCTACCAGGGCCTTTGAGATGGA
CDKN1A forward AGAGACAACGGCACACTTTG 137
CDKN1A reverse CGGTGTCAGAGTCTAGGGGA
CLRB forward AGCACAAGACTCAGGGGAGA 118
CLRB reverse GTGTGTCACAAAGGCTTCCC
Cre forward TGCAAGTTGAATAACCGGAAA 241
Cre reverse CTAGAGCCTGTTTTGCACGTTC
CSF-1 forward TAGTGGTAGGCCACATTCCC 144
CSF-1 reverse GGATGAGGACAGACAGGTGG
CXCL1 forward GTGCCATCAGAGCAGTCTGT 148
CXCL1 reverse GCACCCAAACCGAAGTCATA
CXCL2 forward CATCAGGTACGATCCAGGCT 150
CXCL2 reverse CCTGGTTCAGAAAATCATCCA
IFN-γ forward TGAGCTCATTGAATGCTTGG 150
IFN-γ reverse AGGCCATCAGCAACAACATA
IL-1α forward TGAGTTTTGGTGTTTCTGGC 139
IL-1α reverse ATGTATGCCTACTCGTCGGG
IL-1β forward TTGTTGATGTGCTGCTGTGA 149
IL-1β reverse TGTGAAATGCCACCTTTTGA
IL-6 forward TCTGAAGGACTCTGGCTTTG 142
IL-6 reverse GATGGATGCTACCAAACTGGA
IL-10 forward AGACACCTTGGTCTTGGAGC 140
IL-10 reverse TTTGAATTCCCTGGGTGAGA
IL-12 forward TCTCCCACAGGAGGTTTCTG 149
IL-12 reverse ACAGAGTTCCAGGCCATCAA
IL-15 forward TGAAGATGAGCTGGCTATGG 142
IL-15 reverse CACTGCCTCTTCATGGTCCT
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IL-18 forward GGCCAAAGTTGTCTGATTC 144
IL-18 reverse CCAAATCACTTCCTCTTGG
MCP-1 forward TCTCCAGCCTACTCATTGGG 144
MCP-1 reverse AGGTCCCTGTCATGCTTCTG
NCAM1 forward CTCCTTGGCTGGGAACAATA 146
NCAM1 reverse AAGGGGAAGGCACTGAATTT
RAET1 forward GTCATTTGGTCTGTGGGTCC 132
RAET1 reverse GGGCCGCTGTAGTCAGTTAC
Trp53 forward AATGTCTCCTGGCTCAGAGG 127
Trp53 reverse CTAGCATTCAGGCCCTCATC
VCAM1 forward ACCAAGGAAGATGCGCAGTA 139
VCAM1 reverse CCGGCATATACGAGTGTGAA
VEGF forward AATGCTTTCTCCGCTCTGAA 143
VEGF reverse GATCATGCGGATCAAACCTC
3.1.6 Kommerzielle Kits
Tab. 3.6: Übersicht und Anwendungszweck verwendeter kommerzieller Kits.
Bezeichnung Hersteller
DAB Peroxidase Substrat Kit, 3,3-diaminobenzidine Vector Labs
DeadEnd™Fluorometric TUNEL System Promega
ECL Advance Western Blotting Detection System GE Amersham
GoTaq© DNA Polymerase Promega
Mouse VEGF Quantikine ELISA Kit R&D Systems
M-MLV Reverse Transcriptase, RNase HMinus, Point Mutant Promega
QIAEX II Gel Extraction System Qiagen
Senescence-β-Galactosidase Staining Kit Cell Signaling
Vectastain Elite ABC Kit Vector Labs
Vector Mouse on Mouse (M.O.M.™) Kit Vector Labs
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3.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.1 RNA-Isolierung aus Zellen und Gewebe
Die Isolierung von RNA erfolgte mithilfe der Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode
nach Chomczynski & Sacchi (1987). Hierzu wurde das Tumorgewebe in GTC (1ml pro
mg Gewebe) homogenisiert und für 10min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. 700µl des
Homogenisats wurden mit 70µl Natriumacetat (2M, pH=4.0) angesäuert und anschlie-
ßend mit 500µl Phenol sowie 350 µl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol versetzt. Nach
20minütiger Inkubation auf Eis wurden die Proben für 30min bei 13000 rpm und 4 °C
zentrifugiert und die obere Phase in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Die Fällung
der RNA erfolgte durch die Zugabe von 500 µl Isopropanol und erneuter Zentrifugation
für 30min bei 13000 rpm und 4 °C. Das resultierende Zellpellet wurde mit 70% Etha-
nol gewaschen, kurz bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend in DEPC-H2O
resuspendiert. Für die Isolation von RNA aus Zellen wurden die Zellpellets zweimal mit
1xPBS gewaschen und anschließend mit 700µl GTC versetzt. Die restlichen Schritte er-
folgten analog zur beschriebenen RNA-Isolierung aus Gewebe. Die RNA wurde bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
3.2.2 Reverse Transkription
Für die cDNA-Synthese wurde 1µg RNA mit 5µl Oligo-dT Primer und DEPC-H2O auf
ein Gesamtvolumen von 12µl gebracht. Der Ansatz wurde 10min bei 68 °C inkubiert und
nach Abkühlung auf Eis mit 13µl RT-Mix (Tab. 3.7) versetzt. Die Umschreibung der RNA
erfolgte im Thermocycler bei 45 °C für 90min, 52 °C für 30min und 95 °C für 15min. Die
cDNA wurde anschließend bei 4 °C gelagert.
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3.2.3 Amplifizierung und Auftrennung von DNA-Fragmenten
DNA-Fragmente wurden mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reac-
tion, PCR) amplifiziert. Die PCR-Ansätze wurden dabei in einem Gesamtvolumen von
50µl durchgeführt (Tab. 3.8). Tab. 3.9 zeigt ein exemplarisches PCR-Programm, nach
dem die DNA amplifiziert wurde. Abhängig von der Transkriptlänge und der spezifi-
schen Annealing-Temperatur der verwendeten Primer wurden die entsprechenden Para-
meter angepasst. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte nach Sambrook (1989)
in 1 -2%-igen Ethidiumbromid-Agarosegelen bei 100V für 45min. Zur Herstellung der
Gele wurde die Agarose in 1xTAE-Puffer aufgekocht und mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid
versetzt. Die Polymerisation des Gels erfolgte in Gelkammern mit entsprechendem Pro-
bentaschenkamm. Zur Auftragung der Proben wurden die PCR-Ansätze mit 6x DNA-
Probenpuffer (Endkonzentration 1x) versetzt und nach erfolgreicher Auftrennung mittels
UV-Licht in einer Geldokumentationskammer visualisiert. Zur Überprüfung der richtigen
DNA-Fragmentlänge wurde ein Größenstandard (100 bp ladder, Invitrogen) verwendet.
Tab. 3.8: Typischer PCR-Ansatz zur Amplifikation von DNA.
Volumen (µl)
DNA-Template 1
PCR-Puffer (5 x) 10
NTPs (10mM) 4
Primer forward (20 pmol/µl) 1
Primer reverse (20 pmol/µl) 1
Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,5
H2O ad 50µl
Tab. 3.9: Exemplarisches PCR-Programm für die Amplifikation von DNA. Die
Annealing-Temperatur, die Elongationszeit sowie Zyklenzahl wurden der zu ampli-
fizierenden DNA entsprechend angepasst.
Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklen
Initiale Denaturierung 95 2 1
Denaturierung 95 1
Annealing 60 0,5 x 30
Elongation 72 1
Finale Elongation 72 4 1
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3.2.4 Aufreinigung und Konzentration von DNA
DNA wurde aus PCR-Ansätzen mithilfe des QiaexII-Gelextraktions-Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben aufgereinigt. Hierzu wurden die PCR-Proben mit dem dreifachen Vo-
lumen an Q1-Puffer versetzt und nach Zugabe von 10 µl QiaexII-Partikeln 10min bei
RT inkubiert. Die Silikapartikel wurden nach einem kurzen Zentrifugationsschritt bei
13000 rpm zweimal mit PE-Puffer gewaschen und anschließend luftgetrocknet. Die Eluti-
on der DNA erfolgte mit 10µl H2O.
3.2.5 Photometrische Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration
Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgte über die Messung der Absorp-
tion bei einer Wellenlänge von 260 nm im Photometer (Epoch). Über das Verhältnis der
gemessenen Absorptionen bei 260 und 280 nm konnte die Reinheit der Proben bestimmt
werden. Für alle Studien wurden nur Proben verwendet, die ein Verhältnis zwischen 1,7
und 2,0 aufwiesen.
3.2.6 Quantitative Realtime-PCR
Für den quantitativen Nachweis der Genexpression wurden Reaktionsansätze von 50 µl je
Probe erstellt (Tab. 3.10) und 2 x 20µl als Doppelbestimmung in 96-well-Reaktionsplatten
pipettiert. Parallel hierzu wurde zur Berechnung der CT-Werte und der PCR-Effizienz
für das entsprechende Gen eine Standardreihe (1 pg/µl - 0,1 fg/µl, Verdünnungsfaktor 1:10)
aufgetragen. Die PCR-Reaktion mit gleichzeitiger Fluoreszenz-Messung erfolgte in einem
Zwei-Schritt-Programm mithilfe des iCycler Detektionssystem von Bio-Rad (Tab. 3.11).
Die ermittelten CT-Werte der einzelnen Proben wurden auf die CT-Werte des housekeeping
Gens 16S normalisiert und die Unterschiede der Genexpression der zu vergleichenden
Proben als n-fache Änderung berechnet. Die Spezifität der verwendeten Primer wurde
anhand von Schmelzkurven überprüft. Hierfür wurden die Proben in 0,5 °C-Schritten von
50 °C auf 95 °C erhitzt und in jedem Schritt die Fluoreszenzintensität gemessen. Bei einem
reinen Amplifikat ergab sich ein einheitlicher Peak beim entsprechenden Schmelzpunkt des
DNA-Fragments.
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Tab. 3.10: Reaktionsansatz zur Doppelbestimmung der Genexpression mittels quan-
titativer Realtime-PCR. Zur Doppelbestimmung wurden je Probe 2 x 20 µl des
Reaktionsansatzes in 96-well Reaktionsplatten pipettiert.
Volumen (µl)
SYBR© Green qPCR Mastermix 27
H2O 20
Primer forward (20 pmol/µl) 1
Primer reverse (20 pmol/µl) 1
cDNA 1
Tab. 3.11: Exemplarisches Realtime-PCR-Programm zur Quantifizierung der Gen-
expression. Die Annealing-Temperatur, die Elongationszeit sowie Zyklenzahl wur-
den der zu quantifizierenden DNA entsprechend angepasst. Die Erfassung der Fluo-
reszenz erfolgte nach jedem Annealing/Elongations-Schritt.
Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklen
Initiale Denaturierung 95 10 1
Denaturierung 95 0,25
Annealing/ 60 1 x 35
Elongation
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3.3 Biochemische Methoden
3.3.1 Herstellung von Proteinlysaten
Zur Herstellung von Proteinlysaten wurde das Tumorgewebe in 600µl RIPA-Puffer ho-
mogenisiert und für 15min bei 4 °C inkubiert. Das Homogenisat wurde anschließend für
30min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Überstand in ein neues Eppendorf-
gefäß überführt. Die Lysate wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration
Der Proteingehalt der Tumorlysate wurde mit dem DC Protein Assay Kit (Bio-Rad) nach
der Methode von Lowry bestimmt (Lowry et al., 1951). Hierfür wurden 5 µl eines BSA-
Standards (25 - 0,1mg/ml BSA) bzw. 5 µl der Probe in 96-well-Reaktionsplatten pipettiert
und mit 10 µl Reagenz A sowie 80µl Reagenz B versetzt und für 10min bei Raumtempera-
tur inkubiert. Die Extinktion wurde anschließend bei 700 nm im ELISA-Reader gemessen
und die Proteinkonzentration der Proben anhand der Standardreihe berechnet. Alle Mes-
sungen wurden als Doppelbestimmung durchgeführt.
3.3.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen mittels dis-
kontinuierlicher SDS-PAGE nach der Methode von Laemmli (1970). Dabei wurden 12,5%-
ige Trenngele sowie 5%-ige Sammelgele verwendet (Tab. 3.12). Die Proben wurden im Ver-
hältnis 1:4 mit 4x SDS-Probenpuffer versetzt und für 5min bei 95 °C denaturiert, bevor sie
bei 120V für 2 h im Gel nach ihrer Größe aufgetrennt wurden. Zur späteren Überprüfung
des richtigen Proteingewichts wurde parallel ein Größenstandard (PageRuler Prestained
Protein Ladder, Thermo Scientific) mit aufgetragen.
Tab. 3.12: Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele für die Auftrennung von
Proteinen mittels SDS-PAGE.
Sammelgel (5%) Trenngel (12,5%)
Acrylamid/Bisacrylamid 0,83ml 2,5ml
Tris 1,25ml (0,5M, pH 6,8) 2,5ml (1,5M, pH 8,8)
10% SDS 50µl 100 µl
10% APS 25 µl 50 µl
TEMED 5 µl 5µl
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3.3.4 Western Blot
Der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamid-Gelen auf eine Nitrocellulose-Membran er-
folgte elektrophoretisch nach der Methode von Towbin et al. (1979). Der Protein-Transfer
wurde hierfür in einer Blotkammer (Bio-Rad) mit Blotpuffer für 2 h bei 120V und 4°C
durchgeführt und durch eine Ponceau S-Färbung überprüft. Die Membran wurde nach
dem Transfer zunächst für 1 h mit 5% BSA in 1xTBS-T bei Raumtemperatur blockiert.
Die Inkubation des primären Antikörpers erfolgte über Nacht bei 4 °C. Vor der einstündi-
gen Inkubation der Membran mit dem sekundären Antikörper wurde die Membran insge-
samt dreimal für 10min mit 1xTBS-T gewaschen. Die Detektion von Antigenen erfolgte
indirekt über die Reaktion der an den Zweitantikörper gekoppelten Meerrettichperoxidase
mithilfe des ECL-Detektionssystems. Hierzu wurde die Membran nach dreimaligem Wa-
schen mit 1xTBS-T für jeweils 10min mit 600µl des ECL-Reagenz für 5min inkubiert und
das Chemolumineszenz-Signal im Fusion FX7-Detektionssystem aufgenommen. Primäre
und sekundäre Antikörper wurden in 1xTBS-T entsprechend verdünnt. Die Inkubation
der Membran mit Restore™Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific) für 15min
erlaubte die erneute Inkubation der Membran mit einem primären bzw. sekundären An-
tikörper.
3.3.5 Kompetitiver Enzymgekoppelter Immunabsorptionsassay (ELISA)
Die VEGF-Proteinkonzentration in Tumorlysaten (siehe Abschnitt 3.3.1) wurde mithilfe
Mouse VEGF Quantikine Kits (R&D Systems) bestimmt. Die gemessene Proteinmenge
wurde anschließend auf 1µg des Gesamtproteins umgerechnet.
3.3.6 Immunhistochemie und Immunfluoreszenz
Für die Visualisierung von Antigenen im Tumorgewebe wurden 5µm-dünne Gefrierschnit-
te hergestellt und in eiskaltem Methanol/Aceton (Verhältnis 1:1) für 5min bei -20 °C
fixiert. Nach zweimaligem Waschen in 1xPBS-T wurde das Gewebe für 1 h bei Raum-
temperatur mit 5% NGS (in 1xPBS-T) blockiert und anschließend für mindestens 2 h
oder über Nacht bei 4 °C mit dem primären Antikörper inkubiert. Die Detektion des
gebundenen Primärantikörpers erfolgte nach zweimaligem Waschen der Gewebeschnitte
in 1xPBS-T mithilfe eines Fluoreszenz-gekoppelten Sekundärantikörpers (Immunfluores-
zenz) oder über die Bildung eines Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes (ABC) mit an-
schließender Entwicklung des Chromogens 3,3’-Diaminobenzidin (Immunhistochemie).
Für immunhistochemische Färbungen wurden die Gewebeschnitte zur Blockierung der
endogenen Peroxidase-Aktivität nach der Fixierung für 5min in 0,03%-iger H2O2-Lösung
inkubiert. Die Färbung der Zellkerne erfolgte mittels 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol (DA-
PI) oder Inkubation in Hämatoxylin für 5min. Für den Nachweis von monoklonalen
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Maus-Antikörpern in Mausgewebe wurde das Mouse on Mouse (M.O.M.)-Kit (Vector
Labs) nach Herstellerangaben verwendet. Die Schnitte wurden anschließend in Mounting
Medium (DAKO) eingedeckelt und mithilfe eines Nikon Eclipse E1000 Mikroskopes mit
entsprechendem Kamerasystem (Nikon DS-Ri1) abfotografiert. Über die Software ImageJ
wurden pro Gewebeschnitt fünf Bilder ausgewertet. Eine langfristige Lagerung der Schnit-
te erfolgte bei 4 °C.
3.4 Zellbiologische Methoden
3.4.1 Kultivierung von Zellen
Lewis Lung Carcinoma-Zellen (LLC) und B16F10-Zellen wurden in Zellmedium (DMEM
mit 10% FCS, 1% Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml)) im Inkubator bei
37 °C und 5% CO2 kultiviert. Die Zellen wurden bei 80 - 90% Konfluidität im Verhältnis
1:5 gesplittet. Hierzu wurden die Zellen zweimal mit 1xPBS gewaschen und für 10min
mit 1x Trypsin bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden anschließend in Zellmedium aufge-
nommen und bei 1200 rpm für 5min zentrifugiert. Nach Resuspendierung des Zellpellets
erfolgte die Aufteilung auf neue Zellkulturflaschen.
3.4.2 Kryokonservierung von Zellen
Für eine dauerhafte Lagerung wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff kryokonserviert.
Hierzu wurden die Zellen zunächst wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben trypsiniert und
durch Zentrifugation bei 1200 rpm für 5min gesammelt. Das Zellpellet wurde anschlie-
ßend in Einfriermedium (Zellmedium + 10% DMSO) aufgenommen und in Kryoröhrchen
überführt. Nach Lagerung der Zellen bei -80 °C für 24 h wurden die Kryoröhrchen zur län-
geren Aufbewahrung in flüssigen Stickstoff transferiert. Zum Auftauen wurden die Zellen
schnell auf 37 °C erwärmt und zur Verdünnung des DMSO in 10ml Zellmedium überführt.
Nach Zentrifugation bei 1200 rpm für 5min wurde das Medium abgesaugt, das Zellpellet
resuspendiert und in neue Zellkulturflaschen überführt.
3.4.3 Trypanblau-Färbung und Bestimmung der Zellzahl
Die Anzahl und Viabilität von Zellen wurde in einer Neubauer-Zählkammer nach An-
färbung der Zellen mit Trypanblau (4%-ige Lösung) bestimmt. Bei dieser Färbung tritt
der Farbstoff durch die poröse Membran toter Zellen in das Zytoplasma ein und färbt
diese dunkelblau, während lebende Zellen den Farbstoff nicht aufnehmen und farblos blei-
ben. Für die Berechnung der Zellzahl wurden fünf Quadrate der Neubauer-Zählkammer
ausgezählt und nach folgender Formel bestimmt:
Gesamtzellzahl = Zellzahl · 104 · Endvolumen (ml)
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3.4.4 Durchflusszytometrische Bestimmungen
Für die Analyse von Tumoren im Durchflusszytometer wurden Einzelsuspensionen erstellt
(siehe Abschnitt 3.5.7) und je Probe 2 x 106 Zellen mit Fc-Block (1:100) für 20min auf Eis
inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe des Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpers in der ent-
sprechenden Verdünnung für 30min bei 4 °C im Dunkeln. Die Zellen wurden anschließend
zweimal mit 500µl FACS-Puffer gewaschen (500 x g, 5min) und vor der Messung in 300 -
400µl FACS-Puffer aufgenommen. Alle Versuche wurden im Durchflusszytometer LSRII
(BD Bioscience) durchgeführt und mithilfe der FACS Diva Software ausgewertet. Für die
Bestimmung des Immunzellinfiltrats wurden die Zellen anhand der FSC/SSC-Darstellung
auf die Lymphozytenpopulation „gegated“ und 200 000 Zellen pro Messung registriert. Der
Ausschluss toter Zellen erfolgte über eine 7-Aminoactinomycin D (7-AAD)-Färbung kurz
vor der Messung.
3.5 Tierexperimentelle Methoden
3.5.1 Tierhaltung und -zucht
Alle Mäuse wurden im Zentralen Tierlaboratorium des Universitätsklinikums Essen un-
ter kontrollierten Umweltbedingungen gehalten. Bis zu fünf Tiere lebten zusammen in
Makrolon©-Filterkäfigen Typ III bei einer Umgebungstemperatur von 20 °C und einem
konstanten 12 h-Tag-Nacht-Rhythmus. Die Tiere erhielten pelletiertes Alleinfuttermittel
und Trinkwasser ad libitum.
3.5.2 VEGF/LysM-transgenes Mausmodell
Für die vorliegenden Studien wurde ein transgenes Mausmodell verwendet. Knockout-
Mäuse vom Stamm C57Bl6/J mit einer zellspezifischen Deletion von VEGF in myeloi-
schen Zellen wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Randall Johnson (University
of Cambridge, UK) zur Verfügung gestellt. Die genetische Inaktivierung von VEGF in
myeloischen Zellen erfolgte mithilfe des Cre/loxP -Systems. In Zielmäusen ist dabei das 3.
Exon des VEGF-Gens auf beiden Allelen von loxP -Sequenzen flankiert (VEGFfl/fl). Um
einen myeloischen Knockout für VEGF zu generieren, wurden die homozygot-gefloxten
Mäuse mit Mäusen gepaart, bei denen die Sequenz für die Cre-Rekombinase unter der
Kontrolle des LysozymM (LysM )-Promoters steht. Der LysM -Promoter ist dabei spezi-
fisch für myeloische Zellen. Die Cre-Rekombinase katalysiert die homologe Rekombination
spezifisch an den loxP -Sequenzen, wodurch das gefloxte VEGF ausgeschnitten wird. Dies
führt zu einer Leserasterverschiebung, durch die kein funktionelles VEGF-Protein mehr
aus der resultierenden mRNA gebildet werden kann. Tiere mit einer Deletion von VEGF in
myeloischen Zellen wurden als Cre-positiv (KO) bezeichnet, Tiere ohne Cre-Rekombinase-
Aktivität als Cre-negativ (WT).
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3.5.3 Genotypisierung
Im Alter von etwa vier Wochen wurden die Mäuse abgesetzt und durch das Ausstanzen
eines oder mehrerer Ohrlöcher markiert. Das Ohrgewebe wurde mit 100µl DirectPCR©-
Ear (Peqlab) und 1µl Proteinase K (20mg/ml) versetzt und für 5 h bei 55 °C unter leich-
ten Schüttelbewegungen bis zur kompletten Lyse des Gewebes inkubiert. Nach Inkuba-
tion bei 85 °C für 45min wurde die genomische DNA für die PCR-Reaktion eingesetzt.
Die Genotypisierungs-PCR wurde wie in Abschnitt 3.2.3 beschrieben mit myeloid Zell-
spezifischen Cre-Primern durchgeführt (Tab. 3.13).







Taq-Polymerase (2,5 U) 0,05
3.5.4 Subkutane Tumorinjektion und chemotherapeutische Behandlung
Für die subkutane Injektion von Tumorzellen wurden Lewis Lung Carcinoma- bzw. B16-
F10-Zellen, wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben, trypsiniert und das Zellpellet nach Zentri-
fugation bei 1200 rpm für 5min mit 1xPBS auf 100 000 Zellen pro µl verdünnt. Pro Tier
wurden 100 µl (entspricht 107 Zellen) der Zellsuspension injiziert. Für die chemotherapeu-
tische Behandlung der Tumore wurde Diamindichloridoplatin(II) (Cisplatin, CDDP) in
37 °C warmem 1xPBS gelöst und jeweils 100 µl intraperitoneal (i.p.) injiziiert. Die che-
motherapeutische Dosis betrug pro Injektion 8mg/kg.
3.5.5 Bestimmung des Tumorwachstums
Die Überwachung des Tumorwachstums erfolgte alle zwei Tage. Dabei wurden Versuchs-
tiere, bei denen die Tumore bereits vor Versuchsende ihre maximal zulässige Größe erreich-
ten, vorzeitig aus dem Versuch genommen. Die Tumorgröße subkutan injiziierter Tumore
wurde mithilfe eines Messschiebers ermittelt. Die Tiere wurden hierzu kurz in Isofluran
betäubt und die Länge (A) und Breite (B) des Tumors ausgemessen. Die Berechnung des
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Die entsprechende Verdopplungszeit des Tumors wurde anhand der Formel
DT = (T − T0) · ln(2)
ln(V )ln(V0)
ermittelt, mit T - T0 als Zeitraum zwischen zwei Messungen und V bzw. V0 der gemessenen
Tumorvolumina.
3.5.6 NK-Zell-Depletion
Für die Depletion von NK-Zellen wurde den Versuchstieren nach Chemotherapie an Tag
13 und 15 jeweils 100µg des monoklonalen Antikörpers anti-NK1.1 PK136 i.p. injiziert.
Kontrollmäuse erhielten eine intraperitoneale Injektion von 100 µl 1xPBS.
3.5.7 Gewebeentnahme und -verarbeitung
Alle tierexperimentellen Versuche wurden an 8 - 12 Wochen alten Mäusen durchgeführt.
Vor der Gewebeentnahme wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getötet. Für die
spätere RNA-Isolierung und Herstellung von Proteinlysaten wurde das Gewebe in flüs-
sigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.
Zur immunhistochemischen bzw- fluoreszierenden Analyse wurden die Gewebestücke in
Gefriermedium (O.C.T.™Compound) eingebettet und bei -80 °C eingefroren. Die entspre-
chenden Gefrierschnitte wurden in einem Kryotom angefertigt. Für durchflusszytometri-
sche Analysen wurden die Tumore mechanisch zerkleinert und in Lysepuffer bei 37 °C für
1 h inkubiert. Nach Zentrifugation bei 1100 rpm für 5min bei 4 °C wurden das Zellpellet
in 20ml Lyse-Stop-Puffer resuspendiert und Zelltrümmer durch zweimaliges Passagie-
ren durch ein 70 µm- und 40µm Nylonnetz entfernt. Die Zellen wurden anschließend bei
1100 rpm bei 4 °C für 5min zentrifugiert und das Zellpellet in 1ml ACK-Puffer zur Lyse
der Erythrozyten resuspendiert. Die Reaktion wurde mit 10ml 1xPBS abgestoppt und
die Zellen anschließend mit FACS-Puffer auf die entsprechende Zellzahl eingestellt. Für
die Reinjektionsversuche wurden die Zellen nach Entfernung der Zelltrümmer in 75T-
Zellkulturflaschen über Nacht bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert und am nächsten Tag
in C57Bl6/J-Mäuse injiziert. Für die spätere Detektion von hypoxischen Tumorarealen
wurde den Tieren 30min vor Gewebeentnahme Pimonidazol (60mg/kg) i.p. verabreicht.
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4 Ergebnisse
4.1 Die Rolle von myeloid Zell-spezifischem VEGF während der
Tumorrückbildung nach Chemotherapie
Um den Einfluss von VEGF aus myeloischen Zellen auf das Tumorwachstum im Rahmen
einer chemotherapeutischen Behandlung sowie die Entstehung von Tumorrezidiven nach
erfolgter Behandlung zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit ein Mausmodell verwendet,
das die spezifische Inaktiverung von VEGF in myeloischen Zellen ermöglicht (Stockmann
et al., 2008). Für die durchgeführten Tumorstudien wurde das häufig verwendete und
bereits publizierte Modell der subkutanen Tumorzell-Injektion gewählt, das einen Ver-
gleich mit Ergebnissen anderer Studien erlaubt, die ebenfalls dieses Modell anwenden.
Abb. 4.1 zeigt das Zeitschema, nach dem in der vorliegenden Arbeit die chemotherapeuti-
sche Behandlung der Tumore sowie anschließende Tumorentnahme zur weiteren Analyse
durchgeführt wurde. Subkutan injizierte Lewis Lung Carcinoma- bzw. B16F10-Tumore
wurden in einem Zwei-Tages-Rhythmus insgesamt dreimal mit 8mg/kg Cisplatin chemo-
therapeutisch behandelt und die Tumore anschließend entweder zwei Tage nach der letzten















Abb. 4.1: Behandlungsschema für implantierte Tumor-Isografts in WT und KO-
Mäusen. 1x107 Lewis Lung Carcinoma- bzw. B16F10-Tumorzellen wurden subkutan
in WT- und KO-Mäuse injiziert und an den angebenen Zeipunkten dreimal im Zwei-
Tages-Rhythmus mit Cisplatin (CDDP, 8mg/kg) behandelt. Die Tumore wurden nach
Ende der Chemotherapie bzw. nach Versuchsende zur weiteren Analyse entnommen.
4.1.1 Deletion von VEGF in myeloischen Zellen beinflusst die
Wachstumskinetik von Tumoren
Neben dem initialen Ansprechen auf therapeutische Maßnahmen spielt das Wachstums-
verhalten des Tumors nach Therapieende eine entscheidene Rolle hinsichtlich einer er-
folgreichen Behandlung. Um zu untersuchen, inwiefern eine spezifische Inaktivierung von
VEGF in myeloischen Zellen das Tumorwachstum nach chemotherapeutischer Behand-
lung beeinflusst, wurden Wachstumskurven sowie Verdopplungszeiten subkutan injizierter
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LLC- bzw. B16F10-Tumorzellen in WT- und KO-Mäuse ermittelt (Abb. 4.2). Während
das Tumorwachstum beider Zelllinien in WT-Mäusen unmittelbar nach Beendigung der
Chemotherapie wieder einsetzte, konnte in KO-Mäusen ein verzögertes Zurückwachsen
der Tumore beobachtet werden. Die Tumore in den KO-Mäusen wiesen dabei eine signi-
fikant höhere Verdopplungszeit auf, aus der ein geringeres Tumor-Endvolumen gegenüber
behandelten WT-Tumoren nach Versuchsende resultierte. Übereinstimmend mit diesen
Ergebnissen konnte mithilfe von Fluoreszenzfärbungen für den Proliferationsmarker Ki-67
eine geringere Proliferation in Cisplatin-behandelten KO-Tumoren nachgewiesen werden
(Abb. 4.3). Der Verlust von VEGF in myeloischen Zellen hat somit einen positiven Einfluss
bezüglich einer verzögerten Tumorrückbildung nach Chemotherapie.
Abb. 4.2: Wachstumskinetiken chemotherapeutisch behandelter Tumore in WT-
und KO-Mäusen. A und C: Wachstumskurven von LLC- und B16F10-Tumoren
nach subkutaner Injektion. KO-Tumore weisen im Vergleich zu WT-Tumoren ein
verzögertes Wachstum nach Ende der Chemotherapie auf. B und D: Längere Ver-
dopplungszeiten von LLC- und B16F10-Tumoren in KO-Mäusen resultieren in einem
geringeren Tumor-Endvolumen nach Versuchsende. LLC: WT Kontrolle, n = 9; KO
Kontrolle, n = 11; WT + CDDP, n = 17; KO + CDDP, n = 17. B16F10: WT control,
n = 6, Mut control, n = 6, WT + CDDP, n = 8, Mut + CDDP, n = 8. Mittelwerte
± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Abb. 4.3: KO-Tumore proliferieren langsamer nach chemotherapeutischer Behand-
lung mit Cisplatin. A: Repräsentative Immunfluoreszenzbilder für Ki-67 zeigen
weniger proliferierende Zellen nach Chemotherapie (Tag 14) und Tumorrückbildung
(Tag 18) in KO-Tumoren im Vergleich zu WT-Tumoren. B: Quantifizierung Ki-67-
positiver Zellen aus A. (unbehandelt, n ≥ 3, CDDP, n ≥ 5). Maßstabskala entspricht
100µm. Mittelwerte ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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4.1.2 Die Reduktion von VEGF in myeloischen Zellen führt zu einer
Normalisierung tumoraler Blutgefäße
Da es sich bei dem verwendeten Mausmodell um einen myeloid Zell-spezifischen Knock-
out für den Angiogenesefaktor VEGF handelt, wurde als erstes untersucht, inwiefern das
Fehlen dieses angiogenen Stimulus zu einer Veränderung des Gefäßphänotyps führt und
somit möglicherweise zu einem geringeren Tumorwachstum im KO-Tumor nach Behand-
lung mit Cisplatin beiträgt. Die Blutgefäße im Tumor zeichnen sich vor allem durch ihre
unregelmäßige Struktur sowie einen geringen Perizytenbesatz aus. Infolgedessen sind die
Tumorgefäße häufig undicht und es kommt zu einem diffusen Blutfluss, so dass Che-
motherapeutika schlechter in den Tumor gelangen können und ihre Wirkung nicht in
allen Bereichen des Tumors entfalten können. Der Erfolg einer chemotherapeutischen Be-
handlung ist demnach u.a. von der Durchblutung des Tumors abhängig (Jain, 2005).
Um Aufschluss darüber zu erlangen, inwiefern der Verlust von VEGF in myeloischen
Zellen einen möglichen Einfluss auf den vaskulären Phänotyp im Tumor nach Chemo-
therapie ausübt, wurde die Anzahl der Blutgefäße sowie deren Periyztenbesatz mithilfe
einer Fluoreszenz-Doppelfärbung für CD31 und SMA in LLC-Tumoren aus WT- und
KO-Mäusen nach der letzten Chemotherapie (Tag 14) und nach Tumorrezidiv (Tag 18)
charakterisiert (Abb. 4.4). Die chemotherapeutische Behandlung mit Cisplatin bewirkte in
Tumoren beider Genotypen eine signifikante Reduktion der Blutgefäße, einhergehend mit
einem erhöhten Perizytenbesatz der Endothelzellen im Vergleich zu unbehandelten Tumo-
ren. Im Verlauf der Tumorrückbildung nach Chemotherapie konnte ein leichter Anstieg
der Blutgefäßanzahl im WT- und KO-Tumoren verzeichnet werden, der in WT-Tumoren
jedoch signifikant höher ausfiel. Tumorgewebe aus WT-Mäusen wies nach Rezidiv im
Gegensatz zu KO-Tumoren nur noch einen geringen Perizytenbesatz auf. In unbehandel-
ten Tumoren aus KO-Mäusen konnte an Tag 14 und 18 eine geringere Blutgefäßanzahl,
einhergehend mit einem signifikant höheren Perizytenbesatz an Tag 14, im Vergleich zu
WT-Mäusen nachgewiesen werden.
Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen konnte mittels ELISA an Tag 14 und Tag 18
eine geringere VEGF-Proteinkonzentration in unbehandelten KO-Tumoren bestimmt wer-
den (Abb. 4.5A). Die Chemotherapie bewirkte ein Genotyp-unabhängiges Absinken der
VEGF-Konzentration, welche im Verlauf der Rückbildung der Tumore wieder anstieg, mit
signifikant höherem VEGF-Level im behandelten WT-Tumor. Unterschiede bezüglich der
VEGF -Expression auf mRNA-Ebene konnten nicht gezeigt werden (Abb. 4.5B). Myeloi-
sche Zellen stellen demnach neben der Tumorzelle selbst eine maßgebliche VEGF-Quelle
innerhalb des Tumors dar.
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Abb. 4.4: Verlust von myeloid Zell-spezifischem VEGF bewirkt eine Veränderung
des vaskulären Phänotyps. A: Repräsentative Doppelimmunfluoreszenzfärbungen
für CD31/SMA zeigen eine Normalisierung der Blutgefäße in behandelten WT- und
KO-Tumoren nach Chemotherapie und einen Wiederanstieg der Blutgefäßanzahl ein-
hergehend mit geringerem Perizytenbesatz im WT-Tumor nach Tumorrückbildung.
B: Quantifizierung CD31-positiver Blutgefäße. C: Prozentualer Anteil CD31/SMA-
positiver Blutgefäße in Relation zur Gesamtzahl CD31-positiver Blutgefäße. Unbe-
handelt, n = 4, CDDP, n > 5. Maßstabskala entspricht 100µm. Mittelwerte ± SEM.
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Abb. 4.5: Inaktivierung von VEGF in myeloischen Zellen hat Einfluss auf intratu-
morale VEGF-Proteinlevel A: Chemotherapeutische Behandlung bewirkt in WT-
und KO-Tumoren eine Reduzierung der VEGF-Konzentration (Tag 14), welche im
Verlauf der Rückbildung der Tumore wieder ansteigt, mit signifikant höherem VEGF-
Level im behandelten WT-Tumor (Tag 18). Unbehandelte KO-Tumore weisen zeitu-
nabhängig ein geringeres VEGF-Proteinlevel im Vergleich zum WT auf (n ≥ 4). B:
Die quantitative Bestimmung von VEGF auf mRNA-Ebene zeigt keine signifikanten
Unterschiede in der Expression (unbehandelt: n ≥ 4, CDDP: n ≥ 8). Mittelwerte ±
SEM. *P < 0.05.
Neben der Funktionalität der Blutgefäße und der damit verbundenen Durchblutung des
Tumors, die die Wirkung von Chemotherapeutika beeinflusst, ist der Erfolg einer Thera-
pie maßgeblich von der Sauerstoffversorgung im Tumor abhängig. In Tumorbereichen mit
einer Unterversorgung an Sauerstoff können Chemotherapeutika nicht ausreichend wirken,
so dass diese Bereiche nur schlecht auf eine Behandlung ansprechen (Fyles et al., 1998;
Sasabe et al., 2007). Vor diesem Hintergrund wurde die Oxygenierung von behandelten
und unbehandelten Tumoren aus WT- und KO-Mäusen analysiert. Durch intraperito-
neale Injektion von Pimonidazol vor Tumorentnahme können hypoxische Tumorbereiche
im Nachhinein mittels Immundetektion visualisiert werden (Abb. 4.6). Tumorgewebe aus
KO-Mäusen wiesen ohne Behandlung mit Cisplatin an Tag 14 eine signifikant bessere
Oxygenierung auf als WT-Tumore. Im weiteren Verlauf entwickelten beide Genotypen ei-
ne massive Tumorhypoxie an Tag 18. Durch zytotoxische Therapie konnte sowohl in WT-
als auch in KO-Tumoren eine starke Reduktion der hypoxischen Bereiche erzielt werden,
welche im Verlauf der Tumornachbildung in behandelten WT-Tumoren im Gegensatz zu
KO-Tumoren wieder signifikant anstieg. KO-Tumore zeigten nach Tumorrückbildung nur
eine geringe, nicht signifikante Erhöhung der Tumorhypoxie im Vergleich zu Tag 14 mit
signifikant geringeren hypoxischen Anteilen im Vergleich zu behandelten WT-Tumoren an
Tag 18.
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Abb. 4.6: Chemotherapeutische Behandlung reduziert Tumorhypoxie in WT- und
KO-Tumoren. A: Repräsentative Darstellung hypoxischer Areale in Tumorgewe-
be aus WT- und KO-Mäusen. Pimonidazol wurde mittels Immunfluoreszenzfärbung
visualisiert. Während Tumorhypoxie durch die Chemotherapie in beiden Genotypen
reduziert wird (Tag 14), zeigen WT-Tumore nach Rezidiv ein erhöhtes Maß an Hypo-
xie verglichen mit KO-Tumorgeweben (Tag 18). B: Quantifizierung der hypoxischen
Areale (unbehandelt, n ≥ 3, CDDP, n ≥ 9). Maßstabskala entspricht 100 µm. Mittel-
werte ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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4.2 Der Einfluss von Chemotherapie auf die Tumorzellen und das
Tumormikromilieu nach genetischer Inaktivierung von VEGF
in myeloischen Zellen
Die spezifische Inaktivierung von VEGF in myeloischen Zellen bewirkt eine Reduzierung
und gleichzeitige Normalisierung der Blutgefäße im Tumor, die sowohl in unbehandelten
als auch in therapierten Tumoren für eine bessere Sauerstoffversorgung im Tumorgewebe
sorgt. Wie bereits gezeigt, führt dies in KO-Mäusen ohne chemotherapeutische Behand-
lung zu einem schnelleren Tumorwachstum implantierter LLC-Tumorzellen (Stockmann
et al., 2008), welches ebenfalls für subkutan injizierte B16F10-Tumorzellen bestätigt wer-
den konnte (Abb. 4.2). Die beschriebene Normalisierung der Blutgefäße im KO-Tumor
nach Chemotherapie liefert also keine alleinige Erklärung für das verzögerte Nachwachsen
der KO-Tumore nach Chemotherapie.
Es ist bekannt, dass eine Behandlung mit Cisplatin einen direkten Einfluss auf die Tu-
morzelle ausübt. Dabei spielt neben der Apoptose, bei der Zellen durch Induktion des
Tumorsuppressorgens p53 absterben (Barry et al., 1990; Chu, 1994), die Induktion ei-
ner prämaturen Seneszenz der Tumorzelle eine wichtige Rolle (Fang et al., 2007; Wang
et al., 1998, 1999; Zhao et al., 2004). Bei diesem Zellarrest ist die Zelle zwar weiter-
hin metabolisch aktiv, besitzt jedoch keine Fähigkeit mehr zu proliferieren. Seneszente
Zellen weisen dabei neben ihrer morphologischen Änderung u.a. eine erhöhte Expressi-
on Cyclin-abhängiger Kinase-Inhibitoren sowie eine verstärkte Aktivität der sogenannten
Seneszenz-assoziierten β-Galaktosidase auf (Alcorta et al., 1996; Kamijo et al., 1997; Ser-
rano et al., 1997; Stein et al., 1999; Young et al., 2008). Um zu untersuchen, inwiefern eine
unterschiedliche Oxygenierung in WT- und KO-Tumoren die Wirkung von Cisplatin be-
einflusst und somit zu einer Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit im KO-Tumor nach
zytotoxischer Behandlung beiträgt, wurde das Tumorgewebe aus WT- und KO-Mäusen
hinsichtlich des Apoptose- und Seneszenzverhaltens genauer charakterisiert.
4.2.1 Die Deletion von myeloid Zell-spezifischem VEGF hat keinen
langfristigen Effekt auf Apoptose nach zytotoxischer Behandlung
Während der Apoptose wird die DNA des Zellkerns durch die Endonuklease-Aktivität
fragmentiert, wodurch Strangbrüche mit freien Hydroxygruppen entstehen. Diese können
mithilfe der „TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling“ (TUNEL)-Methode visuali-
siert werden. Auf diese Weise wurde die Anzahl an apoptotischen Zellen in Tumoren aus
WT- und KO-Mäusen bestimmt. Wie anhand Abbildung Abb. 4.7 ersichtlich, bewirkte
dreimalige Behandlung mit Cisplatin eine Induktion der Apoptose in LLC-Tumoren bei-
der Genotypen, die im KO-Tumor jedoch signifikant höher ausfiel als im WT-Tumor. In
Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigten KO-Tumore nach erfolgter Behandlung
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eine stärkere Gen- und Proteinexpression des Tumorsuppressorgens p53 (Abb. 4.8). Wäh-
rend der Tumorrückbildung in WT- und KO-Mäusen sank die Apoptoserate wieder und
war vergleichbar mit unbehandelten Tumoren an Tag 14 und 18. Der durch Chemotherapie
induzierte Zelltod scheint demnach nur während und direkt nach der Behandlung von Be-
deutung zu sein. Es wurde bereits gezeigt, dass p53 als Transkriptionsfaktor die Expression
weiterer Gene reguliert, die in Zusammenhang mit der Regulation des Zellzyklus stehen
(Shaw, 1996). Eine wichtige Rolle spielt hierbei der Cyclin-abhängige Kinase-Inhibitor
p21, dessen p53-vermittelte Expression im Rahmen einer Stress-induzierten Antwort der
Zelle nach DNA-Schädigung gesteigert wird und anschließend zu einem G1-Arrest der Zel-
le beiträgt (Aliouat-Denis et al., 2005; Chang et al., 1999a; He et al., 2005; Ravizza et al.,
2004). In Übereinstimmung mit der gesteigerten p53-Expression konnte eine signifikante
Erhöhung von p21 auf Genexpressions- und Proteinebene in behandelten KO-Tumoren
nachgewiesen werden (Abb. 4.8). Eine Hochregulierung des Cyclin-abhängigen Kinase-
Inhibitors p21 spielt bei der Induktion eines dauerhaften Zellzyklus-Arrests der Zelle,
der Seneszenz, eine wichtige Rolle und wurde diesbezüglich schon ausführlich beschrieben
(Bringold & Serrano, 2000). Basierend auf dem Ergebnis, dass KO-Tumore im Zusam-
menhang mit einem langsameren Wachstum nach Cisplatin-Behandlung eine verstärkte
Expression von p21 zeigen, wurde im nächsten Schritt näher untersucht, ob Chemothera-
pie neben der Apoptose auch Seneszenz in Tumorzellen induzieren kann.
4.2.2 Die Inaktivierung von VEGF in myeloischen Zellen erhöht die
Chemotherapie-induzierte Seneszenz in Tumorzellen
In seneszenten Zellen steigt der lysosomale Anteil innerhalb der Zelle und somit die Kon-
zentration des lysosomalen Enzyms β-Galaktosidase (Kurz et al., 2000; Lee et al., 2006).
Durch diese Konzentrationserhöhung kommt es zu einer Steigerung der Enzymaktivität,
die dann auch vermehrt bei einem suboptimalen pH-Wert detektierbar ist. Man verwen-
det daher auch den Begriff der Seneszenz-assoziierten β-Galaktosidase (SA-β-Gal). Der
kolorimetrische Nachweis von SA-β-Gal erfolgt durch eine Umsetzung des Substrats X-
Gal durch das Enzym bei pH = 6.0 und anschließender Oxidation des Produkts, wodurch
ein tiefblauer Farbstoff in der Zelle entsteht (Dimri et al., 1995). Mithilfe dieser Methode
wurden subkutane Tumore, die an Tag 14 und 18 aus WT- bzw. KO-Mäusen entnom-
men wurden, für SA-β-Galaktosidase gefärbt und die Anzahl positiv gefärbter Zellen
ermittelt (Abb. 4.9). Unbehandelte Tumore zeigten Genotyp-unabhängig nur vereinzelt
SA-β-Galaktosidase-positiv gefärbte Zellen. Durch Chemotherapie konnte eine prämature
Seneszenz in Tumoren beider Genotypen induziert werden. Die Anzahl seneszenter Zellen
im KO-Tumor war hierbei direkt nach Behandlung an Tag 14 signifikant höher als im
WT-Tumor. Nach der Tumornachbildung konnte an Tag 18 eine ausgeprägtere Seneszenz
im WT-Tumor verzeichnet werden. Seneszente Zellen scheinen demnach in WT-Tumoren
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Abb. 4.7: Chemotherapie induziert stärkere Apoptose-Antwort in KO-Tumoren. A:
Repräsentative TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)-Färbung zur
Detektion apoptotischer Zellen in behandelten und unbehandelten Tumoren aus WT-
und KO-Mäusen an Tag 14 und 18. B: Quantitative Auswertung TUNEL-positiver
Zellen (unbehandelt, n ≥ 3, CDDP, n ≥ 5). Maßstabskala entspricht 100µm. Mittel-
werte ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01.
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Abb. 4.8: Chemotherapeutische Behandlung induziert verstärkte p53- und p21-
Expression in KO-Tumoren. A: Repräsentative immunhistochemische Färbung
für p53 und p21 in behandelten Tumoren aus WT- und KO-Mäusen. B: p53 - und p21 -
Genexpression in behandelten WT- und KO-Tumoren (unbehandelt, n ≥ 4, CDDP,
n ≥ 10). C: Repräsentativer Western Blot für die p53- und p21-Proteinexpression in
behandelten WT- und KO-Tumoren. Maßstabskala entspricht 100µm. Mittelwerte ±
SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
zu akkumulieren, wohingegen Tumore aus KO-Mäusen kaum noch seneszente Zellen auf-
weisen. Aufgrund der geringeren Tumorgröße der KO-Tumore an Tag 18 liegt somit die
Vermutung nahe, dass seneszente Zellen in KO-Tumoren bereits eliminiert wurden.
Es ist bekannt, dass seneszente Zellen ein verändertes Genexpressionprofil besitzen, das
diesen Zellen neben der Expression der bereits genannten Zellzyklus-Inhibitoren die Frei-
setzung verschiedener inflammatorischer und immunregulierender Faktoren sowie bestimm-
ter Wachstumsfaktoren ermöglicht (Acosta & Gil, 2009; Coppé et al., 2010; Krtolica &
Campisi, 2002; Kuilman & Peeper, 2009; Xue et al., 2007). Man spricht hierbei auch von
einem Seneszenz-assoziierten sekretorischen Phänotyp (SASP), durch den seneszente Zel-
len über verschiedene Mechanismen, wie z.B. Zellrezeptor-Aktivierung oder Induktion von
Signaltransduktionswegen, ihre umgebenden Zellen beeinflussen können (Davalos et al.,
2010). Inwiefern dieser SASP im Zusammenhang mit der möglichen Eliminierung senes-
zenter Zellen in behandelten Tumoren steht, wurde mithilfe von Genexpressionsanalysen
relevanter SASP-Marker in WT- und KO-Tumorlysaten näher untersucht. Es existiert
bereits eine Vielzahl beschriebener SASP-Faktoren, die von seneszenten Zellen exprimiert
bzw. sezerniert werden können (Coppé et al., 2010). Aus diesem Grund wurden in der
vorliegenden Arbeit gezielt SASP-Gene für Realtime-PCR-Analysen gewählt, die in der
Literatur bereits mehrfach in Verbindung mit induzierbarer Seneszenz gebracht wurden.
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Hierzu zählen vor allem Gene, die für verschiedene Interleukine, Chemokine und Zellad-
häsionsmoleküle codieren (Coppé et al., 2008; Gorgoulis & Halazonetis, 2010; Xue et al.,
2007; Young & Narita, 2009).
In behandelten LLC-Tumoren konnte für vier SASP-Faktoren ein Anstieg der Transkript-
level nach chemotherapeutischer Behandlung festgestellt werden (Abb. 4.10). Neben einer
generellen Erhöhung der Expression der Interleukine IL-6, IL-15, des inflammatorischen
Zytokins MCP-1 sowie des Zelladhäsionsmolekül VCAM1 in beiden Genotypen konnte
dabei für alle Faktoren die höchste Transkriptmenge in behandelten KO-Tumoren gemes-
sen werden. Die gesteigerte Expression der genannten SASP-Faktoren korreliert also mit
der vermehrten Anzahl seneszenter Zellen im Tumor nach Chemotherapie. Abb 4.11 zeigt
die Expressionsdaten weiterer SASP-Faktoren, für die jedoch keine signifikanten Unter-
schiede in der Genexpression nach chemotherapeutischer Behandlung festgestellt werden
konnten.
Abb. 4.9: Zytotoxische Behandlung induziert verstärkte Seneszenz in KO-Tumoren.
A: Repräsentative SA-β-gal-Färbung zur Detektion seneszenter Zellen in behandel-
ten und unbehandelten Tumoren aus WT- und KO-Mäusen an Tag 14 und 18. B:
Durchschnittliche Anzahl SA-β-gal-positiver Zellen im Tumor (unbehandelt, n ≥ 4,
CDDP, n ≥ 6). Maßstabskala entspricht 100 µm. Mittelwerte ± SEM. *P < 0.05, **P
< 0.01, ***P < 0.001.
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Abb. 4.10: Differentielle Expression SASP-assoziierter Gene in WT- und KO-
Tumoren nach Chemotherapie. Chemotherapeutisch behandelte KO-Tumore
weisen eine signifikant höhere Expression der SASP-Marker IL-6, IL-15, MCP-1
und VCAM1 auf als in WT-Tumoren (unbehandelt, n ≥ 4, CDDP, n ≥ 9). Mittel-
werte ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
Abb. 4.11: Genexpressionsanalysen weiterer SASP-Marker zeigen keine signifikante
Änderung der Transkriptlevel in WT- und KO-Tumoren nach Chemo-
therapie. Unbehandelt, n = 4, CDDP, n ≥ 9. Mittelwerte ± SEM. *P < 0.05, **P
< 0.01, ***P < 0.001.
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4.2.3 Prämature Seneszenz verstärkt die nicht-adaptive Immunantwort im
Tumor nach VEGF-Deletion in myeloischen Zellen
Mittlerweile ist anerkannt, dass die Entstehung sowie das Wachstum von Tumoren nicht
alleine auf die Eigenschaften individueller Tumorzellen zurückgeführt werden kann, son-
dern eine Vielzahl weiterer Faktoren des sogenannten Tumormikromilieus die Tumorent-
wicklung beeinflussen können (Colotta et al., 2009; Hanahan & Weinberg, 2011). Dieses
Tumormikromilieu besteht dabei vorwiegend aus verschiedenen nicht malignen Zellen,
extrazellulärer Matrix sowie löslichen Molekülen, wie z.B. Zytokine oder Wachstums-
faktoren. Eine entscheidene Rolle bei der Tumorregression wird hierbei den Zellen des
angeborenen und adaptiven Immunsystems zugeteilt (Dunn et al., 2004; Gasser & Rau-
let, 2006; Vesely et al., 2011). Diese Zellen sind in der Lage, Tumorzellen zu erkennen
und aktiv zu eliminieren und somit die Entstehung und Ausbreitung von Tumoren zu
kontrollieren. Wie in Abschnitt 4.2.2 bereits erwähnt, lässt die beschriebene Reduktion
seneszenter Zellen im KO-Tumor nach Tumorrezidiv auf eine vermehrte Eliminierung der
seneszenten Zellen schließen, die letztendlich zu einem signifikant kleineren Volumen von
KO-Tumoren nach Versuchsende führt.
Seneszente Zellen unterliegen einer sogenannten Überwachung des Immunsystems, das
diese Zellen erkennen und eliminieren kann (Hoenicke & Zender, 2012; Kang et al., 2011;
Kuilman et al., 2008). Die Attraktion und Rekrutierung der Immunzellen erfolgt dabei
in erster Linie über die Freisetzung von Immunzell-stimulierenden Faktoren. Da im Rah-
men der Genexpressionsanalysen in Abschnitt 4.2.2 vier SASP-Marker identifiziert werden
konnten, die einen Einfluss auf Immunzellen ausüben, wurde im nächsten Schritt das Im-
munzellinfiltrat in Tumoren aus WT- und KO-Mäusen analysiert und untersucht, ob die
erhöhte Seneszenzinduktion zu einer verstärkten Immunzellantwort führt.
Für die Quantifizierung des Immunzellinfiltrats wurden behandelte LLC-Tumore an Tag
14 und Tag 18 aus WT- und KO-Mäusen entfernt und daraus generierte Einzelzellsus-
pensionen mit Fluoreszenzantikörpern gegen spezifische Immunzell-Oberflächenmarker ge-
färbt. Mittels Durchflusszytometrie wurde anschließend der prozentuale Anteil des ent-
sprechenden Infiltrats bestimmt. Durch die Behandlung mit Cisplatin konnte in KO-
Mäusen eine signifikant höhere Anzahl intratumoraler Makrophagen (F4/80+), dendriti-
scher Zellen (Cd11c+) und insbesondere NK-Zellen (NK1.1+) gemessen werden, welche
im Verlauf der Tumorrückbildung noch weiter anstieg (Abb. 4.12). T-Helferzellen (CD4+)
sowie zytotoxische T-Zellen (CD8+) konnten hingegen in behandelten Tumoren beider Ge-
notypen nur zu einem sehr geringen Prozentsatz detektiert werden (Abb. 4.13). In Überein-
stimmung mit der stärkeren Immunzellinfiltration von Tumoren behandelter KO-Mäuse,
konnte nach Chemotherapie in Tumorlysaten eine signifikant stärkere Expression der In-
terleukine IL-12 und IL-18 sowie des Zytokins IFN-γ mithilfe von Realtime-Analysen
nachgewiesen werden, welche im Verlauf der Rückbildung mit Ausnahme von IL-18 wieder
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absank (Abb. 4.14). Die Immunzellen des angeborenen Immunsystems scheinen somit bei
der Immunantwort nach zytotoxischer Behandlung von Lewis Lung Carcinoma-Tumoren
eine übergeordnete Rolle zu spielen. Auffällig ist hierbei die hohe Anzahl infiltrierender
NK-Zellen in den Tumor.
Abb. 4.12: Immunzellen des angeborenen Immunsystems infiltrieren LLC-Tumore
nach Chemotherapie. Der Anteil positiver NK1.1-, F4/80- und Cd11c-positiver
Zellen in Tumoren behandelter WT- und KO-Mäuse wurde mithilfe von Durch-
flusszytometrie bestimmt. A und C: Repräsentative Streudiagramme des jeweiligen
Immunzell-Typs. B und D: Quantitative Auswertung der prozentualen Anteile von
NK-Zellen, Makrophagen sowie dendritischen Zellen im Tumor. Das Ergebnis zeigt
den Mittelwert drei unabhängig durchgeführter Versuche. Mittelwerte ± SEM.
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Abb. 4.13: Zellen des adaptiven Immunsystems spielen eine untergeordnete Rolle in
der Immunantwort nach Chemotherapie in WT- und KO-Tumoren. Der
Anteil positiver CD4-positver T-Helferzellen und CD8-positiver zytotoxischer T-
Zellen in Tumoren behandelter WT- und KO-Mäuse wurde im Durchflusszytometer
bestimmt. A und C: Repräsentative Streudiagramme CD4- und CD8-positiver Zellen
nach Tag 14 und Tag 18 der Tumorentnahme. B und D: Quantitative Auswertung
zu A bzw. C. Das Ergebnis zeigt den Mittelwert drei unabhängig durchgeführter
Versuche. Mittelwerte ± SEM.
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Abb. 4.14: Immunzellspezifische Interleukine und Zytokine korrelieren mit erhöh-
ter Immunzellantwort im KO-Tumor nach zytotoxischer Behandlung. In
Tumorlysaten aus WT- und KO-Mäusen konnte mittels Realtime-Analyse eine si-
gnifikante Steigerung der Interleukine IL-12 und IL-18 sowie des Zytokins IFN-γ
für KO-Tumore an Tag 14 verzeichnet werden. Im Laufe der Tumorrückbildung lag
nur noch ein signifikant höheres Expressionslevel für IL-18 vor (unbehandelt, n =
4, CDDP, n ≥ 9). Mittelwerte ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01.
4.2.4 Der Verlust von VEGF in myeloischen Zellen verstärkt die
NK-Zell-abhängige Immunüberwachung seneszenter Zellen
Für NK-Zellen konnte bereits früh beschrieben werden, dass sie die Fähigkeit besitzen,
Tumorzellen zu erkennen und abzutöten (Herberman et al., 1975; Kiessling et al., 1975).
NK-Zellen weisen keine Rezeptoren für spezifische Antigene auf, sondern exprimieren auf
ihrer Oberfläche inhibitorische Rezeptoren, die in der Lage sind, NK-Zell-Liganden auf
der Oberfläche von Zielzellen zu erkennen (Carlyle et al., 2004; MacFarlane & Campbell,
2006). Eine Infizierung oder Entartung der Zelle, wie z.B. bei der Tumorzellentstehung,
führt in vielen Fällen zu einer Überexpression oder Reduzierung der Liganden auf der
Zelloberfläche. Diese veränderte Expression der Moleküle auf der Zielzelle wird von NK-
Zellen erkannt und führt zu einer Zellkontakt vermittelten Lyse der Zelle.
Der Einfluss von NK-Zellen auf die Eliminierung seneszenter Zellen wurde bereits be-
schrieben (Krizhanovsky et al., 2008; Sagiv et al., 2012). Um die Möglichkeit der NK-
Zell-abhängigen Immunantwort und die damit verbundene Reduktion seneszenter Zellen
in behandelten LLC-Tumoren näher zu untersuchen, wurden NK-Zellen nach Chemothe-
rapie durch zweimalige intraperitoneale Injektion des monoklonalen Antikörpers PK136
an Tag 13 und 15 depletiert und die Tumorgröße nach Tumorrezidiv bestimmt. Mithil-
fe durchflusszytometrischer Analysen konnte eine signifikante Reduktion intratumoraler
NK-Zellen in WT- und KO-Mäusen verzeichnet werden (Abb. 4.15), wohingegen die Infil-
tration von Makrophagen und dendritischen Zellen unverändert blieb (Abb. 4.16). Nach
der Depletion von NK-Zellen wiesen LLC-Tumore beider Genotypen nach Rückbildung
des Tumors an Tag 18 keine signifikanten Größenunterschiede mehr auf. Die KO-Tumore
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zeigten hierbei ein signifikant höheres Tumorvolumen im Vergleich zu Tumoren aus KO-
Mäusen, in denen NK-Zellen nicht depletiert wurden (Abb. 4.17). In Übereinstimmung mit
der verminderten Anzahl an NK-Zellen im Tumor nach der Depletion ergab die Quan-
tifizierung für IFN-γ in Tumorlysaten beider Genotypen eine signifikante Reduktion der
Transkriptmenge. Die Expressionslevel der Interleukine IL-12 und IL-18 änderten sich
hierbei nicht und waren vergleichbar mit den in Abschnitt 4.2.3 beschriebenen Daten
(Abb. 4.18). Die Unterdrückung der NK-Zell-Infiltration verhinderte die Eliminierung von
senszenten Zellen im KO-Tumor. Während Cisplatin-behandelte Tumore in KO-Mäusen
nach Detektion der SA-β-Galaktosidase-Aktivität eine signifikant geringere Anzahl senes-
zenter Zellen aufwiesen, konnte dieser Effekt in NK-Zell-depletierten Tumoren aufgehoben
werden. Die Tumore aus WT- und KO-Mäusen zeigten nur nach NK-Zell-Depletion eine
vergleichbar hohe Anzahl seneszenter Zellen (Abb. 4.19). Das signifikant kleinere Tumor-
volumen nach Rezidiv in KO-Tumoren ist somit auf eine NK-Zell-abhängige Eliminierung
seneszenter Zellen zurückzuführen.
Abb. 4.15: Reduktion intratumoraler NK-Zellen nach Depletion mit monoklonalem
Antikörper PK136. Durch intraperitoneale Injektion mit PK136 (100 µg) an Tag
13 und 15 konnte die Anzahl von NK-Zellen in WT- und KO-Tumoren signifikant
gesenkt werden. A: Represäntative Histogramme NK1.1-gefärbter WT- und KO-
Tumore nach PK136- (rot) und PBS-Injektion (blau). B: Quantitative Auswertung
des prozentualen Anteils NK1.1-positiver Zellen im Tumor (CDDP, n = 3, CDDP
+ PK136, n = 3). Mittelwerte ± SEM.
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Abb. 4.16: NK-Depletion beeinflusst nicht die Infiltration von Makrophagen und
dendritischen Zellen. Der Anteil positiver F4/80- und Cd11c-positiver Zellen in
Tumoren behandelter WT- und KO-Mäuse wurde mithilfe von Durchflusszytome-
trie bestimmt. A: Repräsentative Streudiagramme für Makrophagen (F4/80+) und
dendritische Zellen (Cd11c+) in WT- und KO-Tumoren nach NK-Zell Depletion. B:
Quantitative Auswertung zu A (CDDP, n = 3, CDDP + PK136, n = 3). Mittelwerte
± SEM.
Abb. 4.17: LLC-Tumore aus WT- und KO-Mäusen zeigen keine Größenunterschiede
nach NK-Zell-Inhibierung. Der signifikante Größenunterschied zwischen WT-
und KO-Tumoren nach Zurückwachsen der Tumore wird duch die Depletion von
NK-Zellen aufgehoben. A: Repräsentative Bilder für den Größenvergleich explan-
tierter LLC-Tumore. B: Berechnete Tumorgrößen für Tumore gezeigt in A (CDDP,
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Abb. 4.18: Depletion von NK-Zellen bewirkt Reduktion von IFN-γ in LLC-
Tumoren. Während das Expressionsmuster für die Interleukine IL-12 und IL-18
an Tag 18 unverändert bleibt, sinkt die Transkriptmenge des Zytokins IFN-γ nach
NK-Zell-Depletion. Gezeigt ist die n-fache Expression (CDDP, n = 6, CDDP +
PK136, n ≥ 9). Mittelwerte ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01.
Abb. 4.19: Die Elimination seneszenter Zellen in LLC-Tumoren ist abhängig von
NK-Zellen. A: Repräsentative Bilder für SA-β-Galaktosidase-Färbungen in Tu-
morgeweben aus WT- und KO-Mäusen nach Depletion von NK-Zellen. B: Durch-
schnittliche Anzahl SA-β-gal-positiver Zellen pro Tumor (WT, n = 6, KO, n = 6).
Maßstabskala entspricht 100 µm.
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4.3 Verzögertes Tumorwachstum nach Chemotherapie ist
abhängig von einer Tumorzell-intrinsischen Seneszenzantwort
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass durch die Deletion von VEGF in myeloischen Zellen
eine Normalisierung der intratumoralen Blutgefäße eintritt, die bedingt durch eine bes-
sere Oxygenierung des Tumors zu einer verstärkten Stressantwort der Tumorzelle nach
Chemotherapie führt. Neben der Apoptose im Tumor spielt hierbei insbesondere die In-
duktion der Seneszenz eine wichtige Rolle, durch die im weiteren Verlauf eine erhöh-
te Immunzell-Rekrutierung des angeborenen Immunsystems ausgelöst wird, die zu einer
NK-Zell-abhängigen Eliminierung der Tumorzellen und letztendlich zu einem reduzier-
ten Tumorvolumen in KO-Mäusen führt. Es spielen somit Tumorzell-spezifische Eigen-
schaften als auch Faktoren des zellulären Tumorumfeldes eine wichtige Funktion bei der
Tumorrückbildung nach chemotherapeutischer Behandlung. Um zu untersuchen, ob die
verstärkte Seneszenzantwort und damit das langsamere Tumorwachstum nach Chemo-
therapie in KO-Mäusen auf zellinterne Eigenschaften der Tumorzelle zurückzuführen ist
oder in erster Linie durch die Genotyp-spezifischen Unterschiede im Tumormikromilieu
hervorgerufen wird, wurde ein Mausmodell entwickelt, mit dem ein möglicher nachhalti-
ger Einfluss behandelter WT- und KO-Tumorzellen auf ein Genotyp-unabhängiges Tu-
morumfeld untersucht werden kann (Abb. 4.20). Lewis Lung Carcinoma-Zellen wurden
hierzu subkutan in WT- und KO-Mäuse injiziert und dreimal mit 8mg/kg Cisplatin an Tag
8, 10 und 12 behandelt, bevor die Tumore an Tag 14 entnommen und daraus generierte
Einzelzellsuspensionen für 24 Stunden ex vivo kultiviert wurden. Anschließend erfolgte
die subkutane Reinjektion der explantierten Tumorzellen in naïve C57Bl6/J-Mäuse. Die
Tumore wurden dann nach Erreichen ihrer maximal zulässigen Größe an Tag 16 zur wei-
teren Analyse wieder entnommen und analysiert.
In Abschnitt 4.2.2 konnte für LLC-Tumore in KO-Mäusen bereits eine verstärkte Anzahl
seneszenter Zellen einhergehend mit einer höhereren Expressionsrate der SASP-Marker
IL-6, IL-15, MCP-1 sowie VCAM1 im Vergleich zu WT-Tumoren nach Chemotherapie
nachgewiesen werden. Um die Tumorzellen vor der beschriebenen Reinjektion hinsicht-
lich ihrer Senseszenzeigenschaften ex vivo näher zu charakterisieren, wurden diese für
SA-β-Galaktosidase gefärbt. Wie aus Abb. 4.21 ersichtlich, blieb die signifikant höhere
Seneszenzrate der Tumorzellen aus KO-Tieren nach Explantation ex vivo erhalten. Über-
einstimmend mit dieser erhöhten Seneszenz, zeigten KO > C57Bl6/J-Tumore eine ge-
ringere Proliferation nach 24 und 48 Stunden (Abb. 4.22) sowie eine erhöhte, wenn auch
nicht signifikante Expression der bereits beschriebenen SASP-Marker IL-6, MCP-1 und
VCAM1 (Abb.4.23).
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Tumore (Tag 14) 
Isolation lebender Tumorzellen 
KO WT 
Reinjektion in C57Bl6/J (WT) Mäuse 
Tumorentwicklung 
(bis Tag 16) 
WT > C57Bl6/J KO > C57Bl6/J 
Ex vivo Kultivierung 
Abb. 4.20: Mausmodell zur Untersuchung Tumorzell-intrinsischer Einflüsse auf die
Tumorrückbildung nach Chemotherapie. Tumore aus Cisplatin-behandelten
WT- bzw. KO-Mäusen wurden an Tag 14 explantiert und Einzelzellsuspensionen
generiert. Die Tumorzellen wurden über Nacht ex vivo kultiviert und 107 Zellen in
in naïve C57Bl6/J-Mäuse subkutan reinjiziert. Die Tumoranalyse erfolgte an Tag 16.
Die Mäuse wurden entsprechend der Herkunft des Tumor aus dem ursprünglichen
Genotyp mit WT > C57Bl6/J (Tumor aus WT-Maus in C57Bl6/J-Maus) bzw. KO
> C57Bl6/J (Tumor aus KO-Maus in C57Bl6/J-Maus) bezeichnet.
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Abb. 4.21: Explantierte Tumore aus KO-Mäusen weisen ein höheres Seneszenzvor-
kommen unter ex vivo-Konditionen auf. A: Repräsentative Bilder für die Ex-
pression von SA-β-Galaktosidase in explantierten LLC-Tumoren nach Behandlung
mit Cisplatin. Die Tumore wurden an Tag 14 explantiert und nach 24 Stunden in
6-well-Reaktionsplatten für SA-β-Galaktosidase gefärbt. B: Das Verhältnis positiv-
gefärbter Zellen zur Gesamtzellzahl wurde für fünf zufällig gewählte Bereiche pro
Tumor berechnet (WT, n = 4, KO, n = 4).
































Abb. 4.22: Proliferationsrate von explantierten WT- und KO-Tumoren nach Che-
motherapie. A: Tumorzellen aus WT- und KO-Mäusen wurden in 6-well-
Reaktionsplatten ausplattiert und 24 und 48 Stunden nach Tumorentnahme mit
Trypanblau gefärbt und gezählt. Der Anteil lebender Zellen war dabei in Tumoren
beider Genotypen fast identisch und wurde über das Verhältnis Trypanblau-negativ
zu Trypanblau-positiv gefärbter Zellen berechnet (B). (WT, n = 4, KO, n = 4).
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Abb. 4.23: Die verstärkte Expression von SASP-Markern bleibt in explantierten
KO-Tumoren erhalten. Gezeigt ist die n-fache Expressionsänderung des ent-
sprechenden SASP-Markers in KO-Tumorzellen gegenüber Tumorzellen aus WT-
Mäusen (WT, n = 7, KO, n = 7).
Der Seneszenzcharakter sowie das entsprechende Expressionsmuster für die genannten
SASP-Marker bleiben somit in explantierten Tumorzellen außerhalb der Genotyp-spezi-
fischen Umgebung bestehen. Inwiefern dies einen Einfluss auf das Tumorwachstum und
Tumorumfeld nach Reinjektion der Tumorzellen in einen neuen Wirt (naïve C57Bl6/J-
Mäuse) ausübt, wurde im weiteren Verlauf näher analysiert. Hierzu wurden die Tumore
zunächst aus WT > C57Bl6/J- und KO > C57Bl6/J-Mäusen an Tag 16 entnommen
und daraus generierte Tumorzell-Suspensionen mit Fluoresenz-markierten Antikörpern
für spezifische Immunzell-Oberflächenmarker gefärbt. Der prozentuale Anteil der entspre-
chenden Immunzellen im Tumor wurde anschließend mittels Durchflusszytometrie be-
stimmt. Analog zu den in Abschnitt 4.2.3 beschriebenen Ergebnissen, konnte auch für die
reinjizierten KO-Tumore ein signifikant höhere Anzahl an NK1.1-positiven NK-Zellen,
F4/80-positiven Makrophagen sowie Cd11c-positiven dendritischen Zellen gemessen wer-
den (Abb. 4.24). CD4-positive T-Helferzellen und CD8-positive zytotoxische T-Zellen wur-
den hingegen nur zu einem geringen Prozentsatz und ohne signifikante Unterschiede de-
tektiert (Abb. 4.25). Mithilfe von Realtime-Analysen konnte für KO > C57Bl6/J-Tumore
zudem eine signifikant höhere Expression des Zytokins IFN-γ sowie Interleukins IL-18
nachgewiesen werden, wohingegen die IL-12 -Expression ähnlich zu den Expressionsana-
lysen nach Tumornachbildung unverändert blieb (Abb. 4.26).
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Abb. 4.24: Immunzellen des nicht-adaptiven Immunsystems infiltrieren stärker in
KO > C57Bl6/J-Tumore. Der prozentuale Anteil des entsprechenden Immunzell-
Typs wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. A: Repräsentative Streudia-
gramme für NK1.1-, F4/80- und Cd11c-positive Zellen in WT > C57Bl6/J- und
KO > C57Bl6/J-Tumoren. B: Quantitative Auswertung der prozentualen Anteile
von NK-Zellen, Makrophagen sowie dendritischen Zellen in reinjizierten WT- und
KO-Tumoren. Das Ergebnis zeigt den Mittelwert drei unabhängig durchgeführter
Versuche. Mittelwerte ± SEM.
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Abb. 4.25: WT > C57Bl6/J- und KO > C57Bl6/J-Tumore zeigen eine geringe In-
filtration von T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen. Mittels Durch-
flusszytometrie wurde der prozentuale Anteil CD4- und CD8-positiver Immunzellen
bestimmt. A: Repräsentative Streudiagramme des entsprechenden Immunzell-Typs.
B: Quantitative Auswertung der prozentualen Anteile von T-Helferzellen und zyto-
toxischen T-Zellen in reinjizierten WT- und KO-Tumoren. Das Ergebnis zeigt den
























Abb. 4.26: Immunzellspezifische Interleukine und Zytokine korrelieren mit erhöhter
Immunzellantwort in KO > C57Bl6/J-Tumoren. Mithilfe von Expressions-
analysen konnte eine verstärkte Expression von IFN-γ und IL-18 in reinjizierten
KO-Tumoren nachgewiesen werden. Für IL-12 ergab sich kein Expressionsunter-
schied zwischen WT > C57Bl6/J- und KO > C57Bl6/J-Tumoren (WT > C57Bl6/J,
n = 10, KO > C57Bl6/J, n = 7). Mittelwerte ± SEM. *P < 0.05.
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Durch die Reinjektion behandelter Tumorzellen aus WT- und KO-Mäusen in neue WT-
Rezipienten konnte erneut eine verstärkte Infiltration von KO> C57Bl6/J-Tumoren durch
Immunzellen erzielt werden. Wie in Abschnitt 4.2.3 gezeigt, bewirkt eine erhöhte Anzahl
an Immunzellen, insbesondere NK-Zellen, eine schnellere Eliminierung seneszenter Zellen,
die zu einer verzögerten Tumorrückbildung nach Chemotherapie führt. Um zu untersu-
chen, ob die verstärkte Immunantwort in reinjizierten KO-Tumoren ebenfalls zu einer
schnelleren Eliminierung von seneszenten Zellen führt, wurde Tumorgewebe aus WT >
C57Bl6/J- und KO > C57Bl6/J-Tumoren hinsichtlich des Vorhandenseins seneszenter
Zellen analysiert. Reinjizierte WT- und KO-Tumore wurden hierfür an Tag 16 entnom-
men und die Aktivität der SA-β-Galaktosidase in Tumorzellen mittels X-Gal-Färbung
visualisiert. Die Quantifiizierung ergab hierbei eine signifikant höhere Anzahl an SA-β-
Galaktosidase-positiver Zellen in WT > C57Bl6/J-Tumoren (Abb. 4.27). Darüber hinaus
konnte anhand von Wachstumskurven für Tag 12, 14 und 16 ein geringeres Tumorvolumen
mit signifikant höheren Tumorverdopplungszeiten in KO > C57Bl6/J-Mäusen gemessen
werden (Abb. 4.28). Um sicherzustellen, dass die in dem Reinjektionsmodell ermittelten
Wachstumsunterschiede der WT- und KO-Tumore nicht auf eine mögliche Veränderung
des vaskulären Phänotyps zurückzuführen sind, wurden Blutgefäße sowie Perizyten in
Tumorgeweben aus WT > C57Bl6/J- und KO > C57Bl6/J-Mäusen mittels CD31/SMA-
Doppelimmunfluoreszenzfärbung detektiert und die Anzahl sowie der Perizytenbesatz der
Blutgefäße bestimmt (Abb. 4.29). Erwartungsgemäß zeigten Tumore beider Genotypen
mit vergleichbaren VEGF-Konzentrationen keinen signifikanten Unterschied bezüglich der
Anzahl intratumoraler Blutgefäße. Darüber hinaus konnte für WT > C57Bl6/J- und KO
> C57Bl6/J-Tumore nur ein geringer Perizytenbesatz nachgewiesen werden. Entsprechend
dieser Ergebnisse wiesen WT- und KO-Tumore aus WT-Rezipienten nach einer Immun-
fluoreszenzfärbung für Pimonidazol keine Unterschiede bezüglich ihrer hypoxischen Areale
auf (Abb. 4.30).
Abb. 4.27: KO-Tumore zeigen verringerte Expression von SA-β-Galaktosidase nach
Reinjektion in naïve C57Bl6/J-Mäuse. A: Repräsentative Bilder zum Nachweis
von SA-β-Galaktosidase in WT > C57Bl6/J- und KO > C57Bl6/J-Tumoren. B:
Quantitative Auswertung SA-β-gal-positiver Zellen (WT > C57Bl6/J, n = 8, Mut
> C57Bl6/J, n = 8). Mittelwerte ± SEM.
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Abb. 4.28: Reinjizierte WT-Tumore weisen ein schnelleres Wachstum in WT-
Rezipienten auf. A: Wachstumskurven subkutan injizierter WT- und KO-Tumore
in naïe C57Bl6/J-Mäuse. B: Berechnete Tumorverdopplungszeiten für reinjizierte
WT- und KO-Tumore (WT > C57Bl6/J, n = 14, Mut > C57Bl6/J, n = 15). Mit-
telwerte ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, P < 0.001.
Abb. 4.29: Die Vaskularisierung beeinflusst nicht das Wachstum reinjizierter WT-
und KO-Tumore. A: Repräsentative Doppelimmunfluoreszenzfärbungen für
CD31/SMA auf WT > C57Bl6/J- und KO > C57Bl6/J-Tumoren. B: Anzahl CD31-
positiv gefärbter Blutgefäße aus A. C: Prozentualer Anteil CD31/SMA-positiver
Blutgefäße in Relation zur Gesamtzahl CD31-positiver Blutgefäße. D: Durch ELI-
SA ermittelte VEGF-Proteinkonzentration reinjizierter WT- und KO-Tumore. WT
> C57Bl6/J, n = 6, KO > C57Bl6/J, n = 8. Mittelwerte ± SEM.
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Abb. 4.30: Tumore aus WT > C57Bl6/J- und KO > C57Bl6/J-Mäusen zeigen
keine Unterschiede bezüglich Tumorhypoxie. A: Repräsentative Immunfluo-
reszenzbilder hypoxischer Areale nach Pimonidazol-Detektion. B: Quantifizierung




Solide Tumore bestehen nicht nur aus proliferierenden Tumorzellen, sondern bilden einen
Zusammenschluss aus extrazellulärer Matrix, neoplastischen und verschiedenen stromalen
Zellen, darunter mesenchymale Zellen, Immunzellen sowie Zellen des vaskulären Systems
(Egeblad et al., 2010). Der Tumor stellt somit ein komplexes, organähnliches Gebilde dar,
in dem es zu einer Interaktion maligner Zellen mit dem Tumormikromilieu kommt, die
letzten Endes das Tumorwachstum bestimmt. Ein wichtiger Prozess ist dabei die Induk-
tion der Blutgefäßneubildung. Tumore benötigen zum Wachstum eine ausreichende Ver-
sorgung mit Sauerstoff und Nährstoffen, deren Bedarf ab einer bestimmten Größe nicht
mehr durch die Diffusion aus dem anliegenden Gewebe gedeckt werden kann. Die Un-
terversorgung mit Sauerstoff führt dabei zur Ausbildung hypoxischer Bereiche, in denen
die Tumorzellen verstärkt angiogene Wachstumsfaktoren zur Rekrutierung endothelialer
Vorläuferzellen und Ausbildung neuer Blutgefäße freisetzen. Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) zählt dabei als endothelzellspezifisches Mitogen zu den Hauptmediatoren
der Tumorangiogenese. Basierend auf der Annahme, dass die Blockade von VEGF das
Gefäßwachstum und Tumorwachstum verhindert und somit das Absterben eines bereits
vorhandenen Tumors bewirkt, wurden Therapien entwickelt, die auf einer Inhibierung
von VEGF beruhen. Dieses klassische Konzept der sogenannten Antiangiogenese ist je-
doch weit hinter den Erwartungen zurückgeblieben. So zeigen beispielsweise Mancuso et al.
(2006), dass durch eine Therapie mit Anti-VEGF-Antikörpern die Anzahl tumoraler Blut-
gefäße zwar signifikant reduziert werden kann, das Absetzen der Behandlung allerdings
bereits nach einem Tag zu einer Migration endothelialer Zellen entlang zurückgeblieben-
der Basalmembranhüllen und innerhalb einer Woche zur vollständigen Revaskularisierung
führt. Darüber hinaus kann eine Kombination aus Anti-VEGF-Antikörpern und konven-
tioneller Chemotherapie zu einer Verbesserung der chemotherapeutischen Effizienz bei-
tragen (Ferrara & Kerbel, 2005). Aufgrund einer Normalisierung der Blutgefäße können
Chemotherapeutika dabei besser im Tumor verteilt werden und somit auch in Bereichen
wirken, in die sie ohne antiangiogene Therapie und Gefäßnormalisierung nicht gelangen.
In zahlreichen präklinischen Studien wird der Fokus einer antiangiogenen Antitumor-
Therapie jedoch lediglich auf das initiale Ansprechen des Tumors während der Behandlung
gelegt, so dass in den meisten Fällen das Problem der Chemoresistenz und Rezidivbildung
des Tumors bestehen bleibt (Bergers & Hanahan, 2008; Broxterman et al., 2003; Ebos &
Kerbel, 2011; Ebos et al., 2009b; Kerbel et al., 2001). Mögliche Faktoren, die diesem Phä-
nomen unterliegen, sind nur unzureichend verstanden und neue Erkenntnisse hinsichtlich
einer langfristigen Tumorkontrolle deshalb dringend erforderlich. Die Rekrutierung mye-
loischer Zellen durch den Tumor spielt im Rahmen der Tumorprogression eine wichtige
Rolle und wurde bereits als Ursache für eine Resistenz verschiedener Tumorentitäten ge-
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genüber einer Anti-Angiogenese-Therapie beschrieben (Schmid & Varner, 2007; Shojaei
et al., 2007). Der Grund hierfür liegt u.a. in der Sezernierung von stromalem VEGF,
das durch die klassischen VEGF-Inhibitoren nicht blockiert werden kann. So bewirkt die
Avastin™-Behandlung von Pankreaskarzinomen, für die bereits ein hoher Anteil von VEGF
aus infiltrierenden Stromazellen nachgewiesen werden konnte, eine ineffizientere Inhibie-
rung des Tumorwachstums im Vergleich zur Behandlung von Kolorektalkarzinomen, die
vermehrt Tumorzell-spezifisches VEGF aufweisen (Liang et al., 2006). Myeloische Zellen
stellen somit ein potentielles therapeutisches Ziel hinsichtlich einer erfolgreichen Tumor-
behandlung dar. So ermöglicht die Depletion myeloischer Zellen ein besseres Ansprechen
von Hauttumoren auf eine strahlentherapeutische Behandlung (Ahn et al., 2010). Die In-
aktivierung von VAP-1, einem Adhäsionsmolekül, das die Rekrutierung myeloischer Zellen
fördert, resultiert in einem langsameren Melanom- bzw. Lymphomwachstum (Marttila-
Ichihara et al., 2009). Die spezifische Inaktivierung von VEGF in myeloischen Zellen führt
in verschiedenen Mausmodellen zu einer Normalisierung tumoraler Blutgefäße und einem
besseren Ansprechen der Tumore auf eine chemotherapeutische Behandlung (Stockmann
et al., 2008). Um genauere Erkenntnis darüber zu erlangen, ob der Verlust von VEGF in
myeloischen Zellen in diesem Zusammenhang auch einen positiven Einfluss hinsichtlich
einer langfristigen Tumorkontrolle nach Ende der Therapie ausübt, wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit ein Mausmodell entwickelt, das eine Rezidivbildung und spä-
tere Analyse subkutan applizierter Tumore in Wildtyp-Mäusen (WT) und Mäusen mit
einer spezifischen Inaktivierung von VEGF in myeloischen Zellen (KO) nach chemothe-
rapeutischer Behandlung ermöglicht. Unsere Untersuchungen zeigten dabei, dass durch
die Deletion von VEGF in myeloischen Zellen ein verspätetes Tumorrezidiv nach Che-
motherapie eintritt (Abb 4.2). Die möglichen Gründe hierfür werden im Folgenden näher
diskutiert.
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5.1 Die Auswirkungen der genetischen Inaktivierung von VEGF
in myeloischen Zellen auf den Gefäßphänotyp nach
Chemotherapie
Eine Vielzahl maligner Tumore zeichnet sich durch eine hohe Anzahl nicht funktionaler
Blutgefäße mit hoher Permeabilität aus. Die Blutgefäßdichte ist nicht für alle Tumo-
rentitäten ein Indikator bezüglich der Tumormalignität, dennoch korreliert eine erhöhte
Anzahl tumoraler Blutgefäße oftmals mit einer erhöhten Rezidivwahrscheinlichkeit und
einer schlechteren Prognose (Bergers & Benjamin, 2003; Bigler et al., 1993; Hlatky et al.,
2002; Holash et al., 1999; Macchiarini et al., 1992; Olive et al., 2009; Vartanian & Weidner,
1994). Der Gefäßphänotyp stellt somit einen wichtigen Faktor in Bezug auf die Rezidiv-
bildung dar.
Die Deletion von myeloid Zell-spezifischem VEGF führt zu einer Normalisierung tumo-
raler Blutgefäße, gekennzeichnet durch eine Reduzierung der Blutgefäßanzahl mit einem
gleichzeitig erhöhten Anteil an gefäßassoziierten Perizyten (Stockmann et al., 2008). Wie
gezeigt, kann dabei im Rahmen der zytotoxischen Behandlung mit Cisplatin unabhängig
vom Genotyp eine weitere Regression tumoraler Blutgefäße erzielt werden (Abb. 4.4). Der
hohe Perizytenbesatz der Blutgefäße in WT- und KO-Tumoren nach Chemotherapie ver-
deutlicht, dass durch die chemotherapeutische Behandlung insbesondere unreife Gefäße
angegriffen werden (Abb. 4.4) und unterstützt somit die Theorie des antiangiogenen Ef-
fekts einer Chemotherapie (Browder et al., 2000; Hamano et al., 2004). Unbehandelte WT-
Tumore weisen im Gegensatz zu KO-Tumoren eine höhere Blutgefäßdichte auf (Abb. 4.4).
Die verstärkte Regression der Blutgefäße nach chemotherapeutischer Behandlung lässt
jedoch vermuten, dass durch eine höhere Konzentration von myeloid Zell-spezifischem
VEGF eine vermehrte Anzahl endothelialer Zellen proliferiert, die dadurch anfälliger für
eine zytotoxische Schädigung sind. Die Blutgefäßdichte steigt nach Chemotherapie in WT-
und KO-Tumoren wieder an, jedoch mit einer signifikant geringeren Dichte an Blutgefäßen
und signifikant höherem Perizytenbesatz in KO-Tumoren (Abb. 4.4).
In Übereinstimmung mit dem beobachteten Gefäßphänoptyp zeigen unbehandelte KO-
Tumore in der vorliegenden Studie eine durchgängig geringere intratumorale VEGF-
Konzentration. In Cisplatin-behandelten Tumoren sinkt diese Genotyp-unabhängig ab
und steigt im Verlauf der Tumorrückbildung wieder an, jedoch mit signifikant geringerem
VEGF-Level in KO-Tumoren (Abb. 4.5A). Diese Ergebnisse lassen auf myeloische Zellen
als Hauptquelle von intratumoralem VEGF schließen, die somit entscheidend zur Blutge-
fäßbildung beitragen. Der Perizytenbesatz korreliert positiv mit der Tumoroxygenierung in
behandelten bzw. unbehandelten Blutgefäßen von WT- und KO-Tumoren. Während KO-
Tumore vor Therapiebeginn einen erhöhten Perizytenbesatz sowie eine bessere Sauerstoff-
versorgung aufweisen, zeigen WT-Tumore in Verbindung mit einem geringen Anteil pe-
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rizytenbesetzter Blutgefäße eine massive Hypoxie (Abb. 4.6). Die Chemotherapie bewirkt
eine vergleichbare Reduzierung der Tumorhypoxie in beiden Genotypen, die sich jedoch
unmittelbar nach Therapieende in WT-Tumoren wieder verstärkt ausbildet (Abb. 4.6).
Tumore ohne myeloid Zell-spezifisches VEGF zeigen nach Behandlung weiterhin eine ver-
besserte Oxygenierung sowie einen signifikant höheren Perizytenbesatz der Tumorgefäße
im Vergleich zu WT-Tumoren nach Rezidivbildung (Abb. 4.4, 4.6). Der Verlust von VEGF
in myeloischen Zellen führt somit infolge einer Perizyten-vermittelten Gefäßstabilität zu
einer Normalisierung tumorassoziierter Blutgefäße, durch die die Tumore eine verbesserte
Sauerstoffversorgung erfahren. Die vaskuläre Normalisierung geht in den meisten Fällen
mit einer Reduktion hypoxischer Tumorbereiche einher (Bock et al., 2011; Goel et al.,
2011). Trotz weniger Studien, die belegen, dass eine antiangiogene Therapie eine entge-
gengesetzte Wirkung hat und in Verbindung mit Chemotherapie oder Strahlentherapie
die Tumorhypoxie fördert (Fenton et al., 2004; Ma et al., 2001), ist das Prinzip der Gefäß-
normalisierung mittlerweile weitreichend anerkannt und die Mehrheit klinischer Studien
zeigt im Rahmen der Gefäßnormalisierung eine Verbesserung der chemotherapeutischen
Effizienz (Goel et al., 2011).
Die spezifische Inaktivierung von VEGF in myeloischen Zellen zeigt einen gegenteiligen
Effekt in Bezug auf das Tumorwachstum vor und nach chemotherapeutischer Behand-
lung. Infolge der Gefäßnormalisierung und der damit verbesserten Oxygenierung wachsen
unbehandelte KO-Tumore schneller im Vergleich zu WT-Tumoren (Stockmann et al.,
2008), wohingegen das Fehlen von myeloid Zell-spezifischem VEGF nach erfolgter Be-
handlung in einem verlangsamten Wachstum resultiert (Abb. 4.2). Verschiedene Studien
lassen vermuten, dass eine längere Inhibierung der VEGF/R-Signalkaskade zu einem Ver-
lust der Gefäßnormalisierung und zur Gefäßrarifizierung führt (Ebos et al., 2009a; Loges
et al., 2009; Pàez-Ribes et al., 2009). Eine neue Studie zeigt diesbezüglich, dass durch die
Behandlung mit Avastin™ bereits nach wenigen Stunden eine akute langanhaltende Per-
fusionsminderung in humanen nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen auftritt und dabei
zu einer verminderten Aufnahme und Verteilung von Chemotherapeutika führt (Van der
Veldt et al., 2012). Die Behandlung über ein sogenanntes therapeutisches Zeitfenster er-
höht somit das Risiko der Regression und des Abbaus von Blutgefäßen und als Folge die
Entwicklung hypoxischer Bereiche (Jain, 2005). Im Gegensatz hierzu hat die genetische
Inaktivierung von VEGF in myeloischen Zellen jedoch einen langanhaltenden positiven
Effekt auf die Gefäßnormalisierung, die während der zytotoxischen Behandlung und dar-
über hinaus für eine verbesserte Oxygenierung des Tumors sorgt.
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5.2 Der Einfluss von Chemotherapie auf die Tumorzelle in
Abhängigkeit von VEGF aus myeloischen Zellen
Mittlerweile ist bekannt, dass das ursprüngliche Konzept der Anti-VEGF-Therapie, das
eine Inhibition der Tumorangiogenese vorsieht und somit die notwendige Versorgung des
Tumors mit Sauerstoff und Nährstoffen verhindern soll, als Monotherapie keine signifikan-
te Verbesserung der Überlebensrate für den Patienten darstellt. Zwar kann die Inhibierung
von VEGF auch eine direkte zytotoxische Wirkung auf Tumorzellen ausüben, die selbst
VEGF-Rezeptoren exprimieren und für die Tumorprogression und spätere Metastasierung
auf VEGF angewiesen sind, allerdings ist dieser Effekt nur für eine geringe Anzahl ver-
schiedener Tumorentitäten beschrieben (Akagi et al., 2003; Fan et al., 2005; Wey et al.,
2005). Wie eingangs erwähnt, werden antiangiogene Therapien mittlerweile bevorzugt
unter der Maßgabe eingesetzt, eine Normalisierung tumoraler Blutgefäße und somit eine
verbesserte Verteilung der Chemotherapeutika innerhalb des Tumors zu erreichen (Jain,
2005).
Die chemotherapeutische Behandlung löst in erster Linie einen DNA-Schaden aus, durch
den in der Tumorzelle eine DNA-Schadensantwort (DNA damage response, DDR) initi-
iert wird (Ciccia & Elledge, 2010). Apoptose, der programmierte Zelltod, stellt dabei in
der Regel die primäre Stressantwort der Tumorzellen auf eine zytotoxische Behandlung
dar und kann durch eine vaskuläre Normalisierung des Tumors im Rahmen antiangioge-
ner Therapien gesteigert werden (Inoue et al., 2003; Song et al., 2001). Die Deletion von
VEGF in myeloischen Zellen bewirkt infolge der Gefäßnormalisierung ebenfalls ein ver-
bessertes Ansprechen des Tumors auf Chemotherapie. Dabei zeigen behandelte Tumore
eine signifikant höhere Anzahl TUNEL-positiver Zellen (Stockmann et al., 2008). In der
vorliegenden Arbeit konnte neben einer vermehrten Apoptose darüber hinaus eine signi-
fikant höhere Expression des Tumorsuppressorgens p53 nachgewiesen werden (Abb. 4.8).
Es ist bekannt, dass Cisplatin als Platinkomplex durch die Ausbildung von Inter- und
Intrastrangvernetzungen der DNA die Reparaturmechanismen sowie die Telomerasesak-
tivtät der Zelle inhibiert und somit den p53-abhängigen Zelltod der Zelle induziert (Barry
et al., 1990). Dies erklärt ein Absinken der p53 -Expression sowie der erhöhten Apoptose-
rate in WT- und KO-Tumoren nach Tumorrückbildung.
Die Induktion von Seneszenz hingegen führt zu einem irreversiblen, proliferativen Ar-
rest der Zelle und beschreibt neben der Apoptose einen zweiten Mechanismus der DNA-
Stressantwort (Bartkova et al., 2006; Mallette et al., 2007; Micco et al., 2006). Seneszenz
wird infolge onkogenen Stresses vermehrt in prämalignen Tumorstadien gefunden und
gilt als Barriere gegen eine maligne Tumorprogression (Bartkova et al., 2005, 2006; Braig
et al., 2005; Collado et al., 2005; Ohtani et al., 2004; Sager, 1991). Verschiedene Studien
belegen, dass ein dauerhafter Zellzyklus-Arrest auch infolge der zytotoxischen Schädigung
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der Zelle durch Chemotherapie induziert werden kann. Man verwendet daher auch den
Begriff der „Therapie-induzierten Seneszenz“, die bereits in verschiedenen Studien sowohl
in vitro als auch in vivo beobachtet werden konnte (Chang et al., 2002; Ewald et al., 2010;
Nardella et al., 2011; Schmitt, 2003).
Die Induktion der Seneszenz geht u.a. mit einer gesteigerten Expression des Tumorsup-
pressorgens p53 sowie des CDK-abgängigen Inhibitors p21 einher, allerdings ist die Hoch-
regulierung dieser Gene keine zwingende Voraussetzung für die Etablierung eines dauer-
haften Zellzyklus-Arrests, was insbesondere für Tumorentitäten mit einer nachweislichen
Inaktivierung bzw. Mutation von p53 eine neue Möglichkeit der Behandlung bietet. So
zeigen Tumorzellen nach Seneszenzinduktion durch Cisplatin keine Änderung der p53-
bzw. p21-Expression (Wang et al., 1999). Weitere Studien beschreiben die Möglichkeit,
durch Chemotherapie in verschiedenen p53- bzw. p21-defizienten Zelllinien bzw. in Tumo-
ren mit p53-Mutationen (Chang et al., 1999a,b; te Poele et al., 2002) einen dauerhaften
Arrest der Zelle zu induzieren.
Die erhöhte Expression des von p53 und p21 in Verbindung mit einer erhöhten Aktivi-
tät der Seneszenz-assoziierten β-Galaktosidase im Vergleich zu unbehandelten Tumoren
in dieser Studie zeigt, dass durch die chemotherapeutische Behandlung mit Cisplatin ei-
ne Seneszenz in den Tumorzellen ausgelöst werden kann (Abb. 4.8, 4.9). Die Deletion
von VEGF in myeloischen Zellen bewirkt dabei eine ausgeprägtere Seneszenzantwort im
Tumor unmittelbar nach Therapieende im Vergleich zu behandelten WT-Tumoren. In
Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigen behandelte KO-Tumore eine geringere
Expression von Ki-67, einem Marker zur Detektion proliferierender Zellen (Abb. 4.3).
Zwei Mechanismen sind denkbar, die eine stärkere Seneszenzinduktion in KO-Tumoren
begünstigen. Einerseits bewirkt der Verlust von VEGF in myeloischen Zellen zu Therapie-
beginn eine verbesserte Sauerstoffversorgung im Tumor, infolgedessen Cisplatin auf eine
höhere Anzahl proliferierender Tumorzellen wirkt und somit einen massiveren zytotoxi-
schen Schaden auslösen kann. Die verstärkte DNA-Stressantwort führt dabei zu vermehr-
ter Seneszenz. Weiterhin belegen verschiedene Studien, dass Hypoxie, wie sie vorwiegend
vor Therapiebeginn in WT-Tumoren herrscht, die Induktion der Seneszenz inhibiert. So
führt Hypoxie zu einer Blockierung des mTOR-Signalweges und verhindert dadurch den
irreversiblen Zellarrest (Leontieva et al., 2012). Die Aktivierung des Transkriptionsfak-
tors HIF-1α unter Hypoxie kann zudem die Induktion prämaturer Seneszenz verhindern
(Welford et al., 2006). Darüber hinaus demonstrieren verschiedene Studien die Reduktion
Seneszenz-fördernder reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) unter hypoxischen Bedingungen
(Packer & Fuehr, 1977; Parrinello et al., 2003; von Zglinicki et al., 1995). Diese Annah-
me ist jedoch umstritten, da Hypoxie in verschiedenen Studien auch als ROS-fördernd
beschrieben wird (Guzy et al., 2005).
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Die Anzahl seneszenter Zellen in WT- und KO-Tumoren korreliert mit der Expression
immunmodulierender und inflammatorischer Faktoren des Seneszenz-assoziierten sekre-
torischen Phänotyps (SASP). Die Rolle dieser Faktoren im Rahmen der Tumorentwick-
lung wird kontrovers diskutiert. Einige Studien weisen dem SASP eine tumorprogressive
Funktion zu. Die Injektion prämaligner Epithelzellen führt nach Stimulation mit senes-
zenten Fibroblasten zu einer Entwicklung maligner Tumore (Krtolica et al., 2001). Die
Ko-Injektion seneszenter und maligner Zellen resultiert in Mäusen in einem beschleunig-
ten Tumorwachstum (Bhatia et al., 2008; Liu & Hornsby, 2007). Darüber hinaus wurde
gezeigt, dass die Expression der Interleukine IL-6 und IL-8 durch aktivierte Onkogene
die Angiogenese sowie das Tumorwachstum fördert (Ancrile et al., 2007; Sparmann &
Bar-Sagi, 2004). Im Gegensatz dazu tragen diese beiden Interleukine in seneszenten Fi-
broblasten zur Erhaltung der Seneszenz bei (Acosta et al., 2008). Die Wirkung von SASP-
Proteinen trägt somit nicht in jedem Fall zu einem malignen Tumorwachstum bei, sondern
ist vielmehr kontextabhängig zu beurteilen. So sezernieren seneszente Keratinozyten den
antiangiogenen Faktor Maspin (Nickoloff et al., 2004), ein Tumorsuppressor-Protein, des-
sen verminderte Expression tumorfördernd wirkt (jiang Shao et al., 2008; Kashima et al.,
2008). Seneszente humane Melanozyten induzieren durch die Freisetzung von IGFBP7 die
Seneszenz in weiteren nicht seneszenten Melanozyten sowie die Apoptose in verschiede-
nen Melanom-Zelllinien (Wajapeyee et al., 2008). Für die SASP-Faktoren, die im Rahmen
dieser Arbeit eine signifikante Erhöhung der Expression in behandelten KO-Tumoren zeig-
ten, wird in verschiedenen Studien ebenfalls eine tumorsuppressive Wirkung beschrieben
(Abb. 4.10). IL-6 trägt zur Aufrechterhaltung der Seneszenz bei, (Kuilman et al., 2008),
VCAM-1 sowie MCP-1 regulieren die Rekrutierung und Adhäsion von Immunzellen, die
den Tumor infiltrieren (Krizhanovsky et al., 2008; Murdoch et al., 2008; Xue et al., 2007)
und IL-15 trägt zur Entwicklung und Homöostase von NK-Zellen bei (Ranson et al., 2003).
Diese Beobachtungen lassen daher vermuten, dass die SASP-Faktoren auch in der vorlie-
genden Arbeit einen eher tumorsuppressiven Einfluss innerhalb des Tumormikromilieus
ausüben.
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5.3 Der Effekt der spezifischen Deletion von VEGF in
myeloischen Zellen auf das Tumormikromilieu nach
chemotherapeutischer Behandlung
Immunzellen üben als Bestandteil des Tumormikromilieus einen wichtigen Einfluss auf die
Tumorentwicklung aus und besitzen dabei eine fördernde oder hemmende Wirkung auf
das Tumorwachstum (Dougan & Dranoff, 2009; Fridman et al., 2011; Whiteside, 2006).
Im Rahmen der Chemotherapie ermöglicht die genetische Inaktivierung von VEGF in
myeloischen Zellen eine verstärkte Rekrutierung von Makrophagen, dendritischen Zellen
sowie Natürlichen Killerzellen (Abb. 4.12). Neben der Funktion als endothelspezifischer
Wachstumsfaktor kann VEGF immunsuppressive Effekte vermitteln und dabei die Tu-
morprogression unterstützen. Mehrere Studien belegen, dass VEGF die Reifung dendri-
tischer Zellen inhibiert (Gabrilovich et al., 1998, 1996; Ohm et al., 1999). Anti-VEGF-
Therapieansätze können in diesem Zusammenhang die Funktionalität dendritischer Zel-
len erhöhen und somit die Tumorprogression einschränken (Gabrilovich et al., 1999; Li
et al., 2006). Darüber hinaus fördert VEGF die Rekrutierung regulatorischer T-Zellen, die
wiederum die T-Zell-basierte Immunantwort unterdrücken können (Hansen et al., 2012;
Ohm et al., 1999). Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit nur ein sehr geringer
Anteil CD4- und CD8-positiver T-Zellen in behandelten Tumoren nachgewiesen werden,
der darüber hinaus keine genotypischen Unterschiede aufwies. Ein direkter, relevanter Ef-
fekt von VEGF aus myeloischen Zellen auf T-Zellen ist somit nicht sehr wahrscheinlich.
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass chemotherapeutisch behandelte KO-Tumore
in Mäusen mit einer Deletion für VEGF in myeloischen Zellen nach Transplantation in
naïve C57Bl6/J-Mäuse, die VEGF in myeloischen Zellen exprimieren, die gleiche Im-
munantwort wie in ihrem Ursprungshost hervorrufen können. Die Chemotherapie indu-
ziert in KO-Tumoren nach Therapieende eine höhere Anzahl seneszenter Zellen als in WT-
Tumoren, die gleichzeitig in einer signifikant höheren Expression der SASP-Gene IL-6, IL-
15, VCAM1 und MCP-1 resultiert (Abb. 4.10). Insbesondere VCAM1 und MCP-1 gelten
dabei als fördernde Faktoren für die Rekrutierung von Makrophagen und dendritischen
Zellen und könnten somit ein Grund für die verstärkte Infiltration dieser Immunzellen in
Tumore ohne myeloid Zell-spezifisches VEGF sein (Deshmane et al., 2009; Simionescu,
2007). Verschiedene Studien belegen, dass die Freisetzung immunregulatorischer Faktoren
durch seneszente Zellen die Immunantwort beeinflusst. So führt die p53-Restaurierung
in Leberkarzinomzellen zu einer Seneszenzinduktion, die eine unmittelbare Eliminierung
dieser Zellen durch das angeborene Immunsystem zur Folge hat und somit zur Tumorre-
gression beiträgt (Xue et al., 2007). Die Studie beschreibt in diesem Zusammenhang eine
sogenannte Seneszenzüberwachung durch das Immunsystem. Demnach sind Immunzellen
in der Lage, seneszente Zellen zu erkennen und eliminieren. Dieses Prinzip ist nicht nur auf
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den Tumor beschränkt, sondern wurde auch schon im Rahmen der Leberfibrose beschrie-
ben (Krizhanovsky et al., 2008). Expressionsanalysen belegen dabei, dass Lebersternzellen
nach Seneszenzinduktion durch eine Leberschädigung eine Vielzahl von Genen hochregu-
lieren, die in einer Rekrutierung von Immunzellen, insbesondere NK-Zellen, resultiert.
Die NK-Zell-abhängige Eliminierung der seneszenten Zellen reduziert dabei das Ausmaß
der Fibrose und die Gefahr einer späteren Zirrhose-Entwicklung. Eine Seneszenzinduktion
geht allerdings nicht immer mit einer Eliminierung durch Immunzellen einher. So können
beispielsweise seneszente Zellen in melanozytären Nävi dauerhaft existieren und stabil im
Gewebe eingebunden sein (Michaloglou et al., 2005).
Die Beobachtung, dass die initial hohe Anzahl seneszenter Zellen in KO-Tumoren nach
Chemotherapie im Verlauf der Tumorrückbildung signifikant abnimmt, lässt auf einen Eli-
minierungsmechanismus schließen. Die Depletion von NK-Zellen, die den Hauptanteil des
Immunzellinfiltrats nach Chemotherapie darstellen, führt zu einer schnelleren Tumorpro-
gression der KO-Tumore nach Behandlung und resultiert nach Rezidiv in einem Verlust
des signifikant kleineren Tumorvolumens gegenüber WT-Tumoren (Abb. 4.17). Die Akku-
mulation seneszenter Zellen in NK-Zell-depletierten KO-Tumoren nach Tumorrückbildung
verdeutlicht somit, dass eine Eliminierung seneszenter Zellen im Wesentlichen von einer
NK-Zell-vermittelten Immunüberwachung abhängt und diese neben der initialen Senes-
zenzinduktion die Rezidivbildung entscheidend beeinflusst.
Entscheidene Kriterien für eine Erkennung und effiziente Eliminierung von Tumorzellen
sind sowohl die Anzahl als auch die Aktivierung intratumoraler NK-Zellen. Die Inter-
leukine 12 und -18, die u.a. von Makrophagen und dendritischen Zellen sezerniert wer-
den können und in KO-Tumoren nach Chemotherapie in höherer Menge vorliegen als in
behandelten WT-Tumoren, besitzen eine aktivierende Funktion und fördern die IFN-γ-
Produktion in NK-Zellen (Brady et al., 2010; Fogler et al., 1998; Lauwerys et al., 2000;
Takeda et al., 1998; Watford et al., 2003). Die Freisetzung von IFN-γ durch NK-Zellen
kann dabei einen positiven Einfluss auf die Entwicklung CD4- sowie CD8-positiver T-
Zellen haben, die eine weitere Antitumor-Immunantwort bewirken können (Smyth et al.,
2002). In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Effekt trotz einer signifikanten Erhöhung
der IFN-γ-Konzentration im KO-Tumor durch NK-Zellen aufgrund einer sehr geringen
T-Zell-Infiltration ohne signifikanten Unterschied zwischen den beiden Genotypen jedoch
nicht beobachtet werden (Abb. 4.13, 4.14).
Die beschriebenen Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass der chemotherapeutisch indu-
zierte SASP in seneszenten Zellen die Rekrutierung von Makrophagen und dendritischen
Zellen fördert, die im Gegenzug durch eine vermehrte Sezernierung der Interleukine 12
und -18 die Infiltration sowie Aktivierung Natürlicher Killerzellen fördern, welche dann
seneszente Zellen erkennen bzw. eliminieren und somit zur Tumorregression insbesondere
in KO-Tumoren beitragen, die eine verstärkte Seneszenz nach Chemotherapie aufwei-
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sen. Eine Rekrutierung der Immunzellen in den Tumor kann allerdings auch direkt durch
Tumorzellen vermittelt werden, die keine Seneszenz aufweisen. So bewirkt die chemothe-
rapeutische Behandlung mit Cyclophosphamid eine Regression p53-defizienter Tumore
infolge infiltrierender Makrophagen, die aufgrund der Freisetzung von HMGB1 (High
Mobility Group Protein B1) durch nekrotische Zellen vermehrt rekrutiert werden (Guer-
riero et al., 2008). In Zusammenhang mit einer verstärkten Rekrutierung von NK-Zellen
belegt eine Studie, dass die Expression des Chemokins Chemerin (RARRES2) die Infiltra-
tion Natürlicher Killerzellen in Melanome induzieren kann (Pachynski et al., 2012). Eine
erhöhte, jedoch nicht signifikante Expression von Chemerin konnte auch in der vorlie-
genden Arbeit in behandelten KO-Tumoren nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Diese Beobachtung könnte somit neben der indirekten Rekrutierung von NK-Zellen über
die chemotherapeutische Induktion des SASP eine alternative Erklärung für die verstärk-
te Infiltration von KO-Tumoren durch NK-Zellen sein. Die Depletion von Makrophagen
bzw. dendritischen Zellen während der Behandlung wäre daher für weitere Studien ein
denkbarer Ansatz, um eine Interleukin-vermittelte NK-Zell-Aktivierung durch diese Im-
munzellen zu bestätigen bzw. auszuschließen.
Unabhängig von den möglichen Mechanismen, die zu einer Rekrutierung und Aktivierung
Natürlicher Killerzellen führen, spielt die Effizienz eine wichtige Rolle, mit der NK-Zellen
Tumorzellen erkennen und eliminieren können. NK-Zellen interagieren über aktivieren-
de und inhibitorische Rezeptoren auf ihrer Oberfläche mit den NK-Zell-Liganden der
Zielzelle. Die verstärkte Repräsentation (induced-self recognition) bzw. die Herunterre-
gulierung (missing-self recognition) dieser Liganden auf der Tumorzelle induziert dabei
die NK-Zell-vermittelte Lyse. Verschiedene Studien zeigen, dass sich infolge einer DNA-
Stressantwort die Expression der NK-Zell-Liganden auf Tumorzellen verändern kann. So
bewirkt die chemotherapeutische Behandlung mit verschiedenen Chemotherapeutika die
verminderte Expression des inhibitorischen Liganden CLRB auf Lymphom (C1498)- sowie
Fibroblasten (NIH3T3)-Zelllinien (Fine et al., 2010). Hingegen steigert die Behandlung
mit Cisplatin die Expression der aktivierenden NKG2D-Liganden RAET1 und MULT1
in Ovar-Epithelzellen (Gasser et al., 2005). Seneszente Lebersternzellen weisen als DNA-
Stressantwort im Rahmen einer Leberfibrose eine Hochregulierung des NKG2D-Liganden
MICA auf (Krizhanovsky et al., 2008). Die erhöhte Anzahl seneszenter Zellen könn-
te infolge einer verstärkten DNA-Stressantwort nach Chemotherapie auch die Expres-
sion von NK-Zell-Liganden auf Tumorzellen aus Mäusen mit einer Deletion von myeloid
Zell-spezifischem VEGF steigern. In der vorliegenden Studie wurden deshalb zwei NK-
Zell-Liganden auf Genexpressionsebene näher untersucht. Die Ergebnisse zeigen für die
NKG2D-Liganden RAET1 (für aktivierende Rezeptoren) und CLRB (für inhibierende
Rezeptoren) keinerlei signifikante Expressionsunterschiede in behandelten WT und KO-
Tumoren (Daten nicht gezeigt), allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass NK-
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Zell-Liganden trotzdem unterschiedlich stark auf der Tumorzelle repräsentiert sind. Um
dies zu überprüfen, wäre eine durchflusszytomterische Analyse der Tumore für RAET1,
CLRB oder auch weitere NK-Zell-Liganden eine geeignete Methode.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verdeutlichen, dass Immunzellen eine wichtige
Funktion im Rahmen der Elimination seneszenter Zellen übernehmen. Andererseits konnte
gezeigt werden, dass das Immunsystem selbst an der Seneszenzinduktion in Tumoren be-
teiligt ist. So zeigen Rakhra et al. (2010), dass die Doxycyclin-induzierbare Inaktivierung
des Onkogens Myc in einem T-ALL (T-cell acute lymphoblastic leukaemia)-Mausmodell
in einer Tumorregression resultiert. Die Tumore zeigen dabei u.a. vermehrte SA-β-gal-
Aktivität in Verbindung mit einer gesteigerten p21-Expression sowie eine Inhibierung der
Angiogenese. Die Inaktivierung vonMyc in CD4-T-Zell-defizienten sowie Rag2-defizienten
Mäusen führt zu einer schnellen Tumorprogression, einhergehend mit dem Verlust der Se-
neszenzinduktion und einer verstärkten Angiogenese in den Tumoren. Grund hierfür ist
die Abwesenheit eines intakten Immunsystems, das insbesondere durch eine CD4-T-Zell-
vermittelte Expression von Thrombospondin-1 (TSP-1) die Seneszenz in Tumoren indu-
ziert und zu einer Regression tumoraler Blutgefäße führt. Die Induktion der Seneszenz
kann somit also auch durch die Freisetzung verschiedener Zytokine der Immunzellen erfol-
gen. Sowohl die Immunüberwachung seneszenter Zellen als auch die Immunzell-abhängige
Induktion seneszenter Zellen unterstreichen weiter, dass die vielfältigen Interaktionen zwi-
schen Tumorzellen und dem Immunsystem im Rahmen der Tumorprogression eine wichti-
ge Rolle spielen. Insbesondere Studien für verschiedene humane Tumore werden jedoch in
immundefizienten Mäusen durchgeführt, so dass der mögliche Einfluss des Immunsystems
auf die Tumorentwicklung nicht erfasst werden kann.
Myeloische Zellen zeigen unter hypoxischen Bedingungen eine pro-inflammatorische Im-
munantwort. HIF-1α reguliert dabei verschiedenen Funktionen in diesen Zellen, wie z.B.
die ATP-Produktion in hypoxischen entzündeten Geweben, wodurch u.a. die Motilität
sowie bakterizide Wirkung myeloischer Zellen stimuliert wird (Cramer et al., 2003; Peys-
sonnaux et al., 2005). Zudem verlängert HIF-1α durch die Inhibierung von Apoptose
die Überlebensfähigkeit neutrophiler Zellen (Walmsley et al., 2005). Im Gegensatz dazu
übt Hypoxie durch Apoptose-Induktion in T-Zellen in vielen Fällen einen inhibitorischen
Effekt aus. (Sun et al., 2010). Bisher sind noch keine Studien bekannt, die den Zusam-
menhang zwischen Hypoxie und NK-Zell-Funktionen näher beschreiben. Die vorliegenden
Ergebnisse lassen jedoch vermuten, dass die Aktivität von NK-Zellen unter hypoxischen
Bedingungen eingeschränkt ist und in KO-Tumoren, die eine verbesserte Sauerstoffver-
sorgung aufweisen, eine höhere Zytoxität gegenüber Tumorzellen vermitteln. Zudem ist
bekannt, dass Hypoxie in vitro ein sogenanntes „shedding“ des NKG2D Liganden MICA
auf Tumorzellen bewirken kann, welche in Folge nicht von NK-Zellen erkannt werden
können (Siemens et al., 2008). Dieser sogenannte Escape-Mechanismus der Tumorzelle
ermöglicht der Tumorzelle also der NK-Zell-basierten Immunantwort zu entgehen.
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5.4 Die Bedeutung Tumorzell-intrinsischer Seneszenz für die
Tumorprogression und Rezidivbildung
Chemotherapeutisch behandelte WT- und KO-Tumore sind der in der Lage, nach Entnah-
me ihre charakteristischen Merkmale der Seneszenz unter ex vivo Konditionen weitestge-
hend beizubehalten und nach Transplantation in einen naïven Host die im Ursprungshost
beschriebenen Effekte zu reproduzieren. Die Tumorzellen zeigen eine Art „Memory-Effekt“,
mithilfe dessen die Zellen die Fähigkeit besitzen, durch die Rekrutierung von Makropha-
gen, dendritischen Zellen sowie NK-Zellen erneut eine verstärkte Immunantwort im Ver-
lauf der Tumorentwicklung auszulösen, einhergehend mit einer erhöhten Zytokin- und
Interferon-Expression (Abb. 4.24, 4.26). Transplantierte KO-Tumore zeigen dabei erneut,
bedingt durch eine gesteigerte NK-Zell-Infiltration und nachfolgende Eliminierung senes-
zenter Zellen, eine langsamere Wachstumskinetik im Vergleich zu WT-transplantierten
Tumoren (Abb. 4.27, 4.28). Um in diesem Zusammenhang einen weiteren Nachweis für
eine NK-Zell-abhängige Immunüberwachung der seneszenten Zellen zu erhalten, wäre es
denkbar, die NK-Zellen nach Transplantation der WT- und KO-Tumore im neuen Host zu
depletieren und die Anzahl seneszenter Zellen nach der Tumorentwicklung zu bestimmen.
Wichtig ist festzuhalten, dass im Vergleich zum Ursprungshost intratumorale VEGF-
Konzentrationen, der Blutgefäß-Phänotyp sowie der Anteil hypoxischer Bereiche in den
Tumoren keine Unterschiede mehr aufweisen. Die Ursachen für das verzögerte Rezidiv sind
somit in erster Linie mit Tumorzell-intrinsischen Eigenschaften zu begründen und nicht
mit Genotyp-spezifischen Unterschieden des Tumormikromilieus. Die Deletion von VEGF
in myeloischen Zellen ermöglicht jedoch als Gefäß-modulierender Faktor eine verbesserte
chemotherapeutische Wirkung im Tumor, durch die die Tumorzellen ihre intrinsischen
Eigenschaften entwickeln.
Die Eliminierung seneszenter Zellen stellt einen wichtigen Mechanismus in Bezug auf die
Rezidivbildung eines Tumors dar. Obwohl Seneszenz generell als irreversibler Zellzyklus-
Arrest definiert wird, bei der die Zelle metabolisch zwar weiterhin aktiv bleibt, aber
nicht in der Lage ist weiter zu proliferieren, zeigen verschiedene Studien, dass durch ei-
ne extrinsische Veränderung wichtiger Mediatoren des G1-Zellzyklus-Arrests der Phäno-
typ seneszenter Zellen aufgehoben werden kann. Die Inaktivierung der Cyclin-abhängigen
Kinase-Inhibitoren p16 und p21 bzw. die Neutralisierung von p53 in seneszenten Fibro-
blasten sowie die Mutation des Retinoblastoma-Proteins (pRb) in embryonalen Keim-
zellen sind beschriebene Möglichkeiten für den Wiedereintritt seneszenter Zellen in den
Zellzyklus (Gire & Wynford-Thomas, 1998; Pajalunga et al., 2007; Sage et al., 2003).
Diese Erkenntnisse sind hinsichtlich einer Tumorbehandlung von großer Bedeutung, da
eine chemotherapeutische Behandlung zum Großteil nur auf proliferierende Zellen wirkt
und somit seneszente Zellen weniger empfänglich für eine zytotoxische Therapie sind. Der
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mögliche Eintritt in den Zellzyklus nach erfolgter Chemotherapie fördert somit das Ri-
siko des Tumorrezidivs. Eine Akkumulation seneszenter Zellen, wie sie nach Behandlung
in WT-Tumoren zu beobachten ist, erhöht dabei die Gefahr der Tumorrückbildung. Ein
Grund hierfür ist zum einen die größere Wahrscheinlichkeit, mit der die seneszenten Zel-
len wieder in den Zellzyklus eintreten können, zum anderen besteht die Möglichkeit, dass
seneszente Zellen durch die Änderung ihres SASP tumorfördernde Faktoren sezernieren
und somit die Tumorprogression beschleunigen (Rodier & Campisi, 2011).
Anhand der beschriebenen Ergebnisse lässt sich abschließend ein hypothetischer Mecha-
nismus ableiten, mit dem das verzögerte Tumorrezidiv chemotherapeutisch behandelter
Tumore in Mäusen mit einer genetischen Inaktivierung von VEGF in myeloischen Zellen
erklärt werden kann (Abb. 5.1). Der Verlust von myeloid Zell-spezifischem VEGF führt im
Tumor zu einer Normalisierung der Blutgefäße, durch die infolge einer verbesserten Oxy-
genierung des Tumors die chemotherapeutische Behandlung eine verstärkte Seneszenz der
Tumorzellen induzieren kann. Bedingt durch einen ausgeprägteren Seneszenz-assoziierten
sekretorischen Phänotyp (SASP) sezernieren seneszente Zellen verstärkt immunregulato-
rische und inflammatorische Faktoren, die letzten Endes zu einer erhöhten Anzahl infil-
trierender NK-Zellen führen, welche im Gegenzug seneszente Tumorzellen erkennen und
eliminieren. Aus der geringeren Wachstumsgeschwindkeit des Tumors durch die Reduzie-
rung proliferierender Zellen und der vermehrten Eliminierung von Tumorzellen resultiert
somit eine verzögerte Rezidivbildung nach Chemotherapie mit signifikant geringerem Tu-
morvolumen im Vergleich zu behandelten WT-Tumoren.
Abb. 5.1: Hypothetischer Mechanismus für eine verzögerte Tumorrückbildung che-
motherapeutischer behandelter Tumore in Mäusen mit einer genetischen




Der Prozess der Angiogenese ist entscheidend für das Wachstum und die spätere Meta-
stasierung maligner Tumore. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist dabei für
die Rekrutierung und Proliferation von Endothelzellen sowie die Bildung neuer Blutge-
fäße von zentraler Bedeutung und gilt als Hauptmediator der Tumorangiogenese. Trotz
vielversprechender Ergebnisse antiangiogener Therapieansätze, die auf eine Gefäßnorma-
lisierung im Tumor abzielen und dadurch initial die Effizienz einer chemotherapeutischen
Behandlung steigern, herrscht in vielen Fällen unzureichende Kenntnis über langfristige
Effekte und mögliche Auswirkungen auf die Rezidivbildung des Tumors.
Myeloische Zellen, darunter tumorassoziierte Makrophagen, sind in der Lage, den Tumor
zu infiltrieren und tragen durch die Sezernierung von VEGF entscheidend zur Bildung neu-
er Blutgefäße bei. Die genetische Inaktivierung von VEGF in myeloischen Zellen führt da-
bei in einem murinen Modell für subkutane Lewis Lung Carcinoma- und B16F10-Tumore
nach Chemotherapie zu einem verzögerten Tumorrezidiv mit signifikant kleinerem Tumor-
volumen im Vergleich zu behandelten Wildtyp-Tumoren. Durch eine Normalisierung tu-
moraler Gefäße und dadurch verbesserte Sauerstoffversorgung des Tumors in Abwesenheit
von myeloid Zell-spezifischem VEGF bewirkt die chemotherapeutische Behandlung mit
Cisplatin eine verstärkte Seneszenzinduktion in Tumorzellen, die infolge einer vermehrten
Sezernierung immunmodulierender Faktoren insbesondere die Rekrutierung Natürlicher
Killerzellen (NK-Zellen) in den Tumor fördern, welche im Gegenzug seneszente Zellen
erkennen und eliminieren. Die Depletion intratumoraler NK-Zellen nach chemotherapeu-
tischer Behandlung resultiert in der Akkumulation seneszenter Zellen und Zunahme des
Tumorvolumens nach Tumorrezidiv in Mäusen mit einer spezifischen VEGF-Inaktivierung
in myeloischen Zellen und unterstützt somit die Theorie einer NK-Zell-abhängigen Immun-
überwachung seneszenter Zellen.
Die Transplantation chemotherapeutisch behandelter WT- und KO-Tumore in naïve C57-
Bl6/J-Mäuse induziert unabhängig vom Gefäßphänotyp und der Oxygenierung des Tu-
mors erneut eine stärkere Infiltration von KO > C57Bl6/J-Tumoren durch Immunzellen,
einhergehend mit einem verlangsamten Tumorwachstum und vermehrter Eliminierung se-
neszenter Zellen im Vergleich zu WT > C57Bl6/J-Tumoren. Ein verzögertes Tumorrezidiv
nach Chemotherapie durch die Deletion von VEGF in myeloischen Zellen ist demnach von
einer Tumorzell-intrinsischen Seneszenzantwort abhängig. Die Möglichkeit einer verbes-
serten Seneszenz-induzierten Immunüberwachung infolge einer Normalisierung tumoraler
Blutgefäße bietet somit eine neue Grundlage für antiangiogene Behandlungsstrategien.
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